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Standardization of dynamic tests of hypocorticalism
Diplomová práce
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6 - 0203). Hlavńımi řešiteli tohoto projektu jsou MUDr. Kateřina Šimůnková, Ph.D,
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Abstrakt a kĺıčová slova
Abstrakt
V rámci této práce – Standardizace dynamických test̊u hypokortikalismu - byly
imunoanalyticky stanovovány hladiny hormon̊u použ́ıvaných při diagnostice chorob
k̊ury nadledvin. Součást́ı grantového projektu bylo i vyšetřeńı kontrolńı skupiny
66 zdravých osob ve věkovém rozmeźı 19 – 68 let. U této skupiny, jež podstou-
pila inzulinový tolerančńı test (ITT), se potvrdilo, že dosažená hypoglykémie neńı
závislá na věku. Na indexu tělesné hmotnosti (BMI) je hypoglykémie závislá jen
částečně, a to u osob s BMI větš́ım než 30. Hladiny slinného kortizolu během inzuli-
nového testu vykazovaly u části kontrolńı skupiny maximum v 90. minutě, zat́ımco
u sérového kortizolu bylo maxima obvykle dosaženo v 60. minutě. Použit́ı slin u to-
hoto zátěžového testu je jen velmi omezené a je možné jen při použit́ı dostatečně
citlivé imunoanalytické metody. Zátěžový test s inzulinem z̊ustává zlatým stan-
dardem pro vyšetřováńı osy hypotalamus – hypofýza – k̊ura nadledvin (HPA). Na
základě stanovených hladin sérového kortizolu bylo provedeno posouzeńı vhodnosti
záměny vysoko zátěžového testu (HDST) použ́ıvaj́ıćıho 250 µg synacthenu jiným
testem, který by méně zatěžoval organismus. Jako vhodný se jev́ı ńızko zátěžový
test (LDST) s aplikaćı 1 µg synacthenu. V tomto př́ıpadě bylo při hodnotě cut off
500 nmol/l označeno za zdravé 98,5 % osob ze skupiny, hodnocené pomoćı HDST
jako zdravé. Při vyhodnocováńı hladin aldosteronu a reninu u kontrolńı skupiny
měřenými v bazálńım vzorku jednotlivých zátěžových test̊u byly nalezeny až 100%
rozd́ıly. Neńı možné předpokládat, že jsou tyto odchylky zp̊usobené onemocněńım,
jde zřejmě o nedodržeńı správného preanalytického postupu. U skupiny 63 osob
byl stanoven referenčńı interval pro transkortin (CBG). Dobrovolńıci byli rozděleni
na ženy a muže. Pro ženy byl stanoven referenčńı interval pro sérový CBG 44,5
- 123,3 nmol/l, pro muže 38,2 – 166,0 nmol/l. Pro celou sledovanou skupinu je
možné stanovit referenčńı interval sérového transkortinu 41,33 - 127,54 nmol/l.
V pr̊uběhu ITT byly naměřeny maximálńı hladiny adrenokortikotropńıho hormonu
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(ACTH) u většiny účastńık̊u ve 40. minutě. Sérový kortizol vykazoval nejvyšš́ı hla-
diny v 60. minutě. Bylo ověřeno, že inzulinem vyvolaná hypoglykémie podńıt́ı sekreci
ACTH dř́ıve, než se začne vyplavovat kortizol.
Kĺıčová slova




During this thesis – Standardisation of hypocortisolism dynamic testing – levels
of hormones used when diagnosing adrenal cortex diseases were immunoanalytically
determined. Examination of a control group of 66 healthy people from 19 to 68 years
of age was a part of the grant project. This group underwent an insulin tolerance
test (ITT) and it was confirmed that level of hypoglycaemia does not depend on age.
Hypoglycaemia is partially dependent on body mass index in cases when a person’s
BMI is over 30. Salivary cortisol levels during the ITT reached its maximum levels
at 90 minutes while serum cortisol levels were at their highest at 60 minutes. Usage
of saliva during this stress test is very limited and it is possible only when using
sufficiently sensitive immunoanalytical methods. An insulin stress test retains the
gold standard test for the hypothalamic-pituitary-adrenal (HPA) axis examination.
Substitution of a high-dose synacthen test (HDST) using 250 µg of Synacthen
was considered in order to lower body burden. A LDST when 1 µg of Synacthen is
used seem to be suitable. In this case, 98.5 % of tested people previously marked
healthy by the HDST were found healthy at cut-off values of 500 nmol/l.
Evaluation of aldosterone and renin levels measured in basal samples of particular
stress tests showed up to 100
Reference range for CBG was set for a group of 63 people. Volunteers were
divided according to their sex. The reference range of serum CBG for women was
set 44.5 – 123.3 nmol/l, for men 38.2 – 166.0 nmol/l. The reference range of serum
transcortin for the whole group can be set 41,33 - 127,54 nmol/l.
During the ITT most participants reached their maximum levels of ACTH at
40 minutes. Serum cortisol showed its highest levels at 60 minutes. It was verified
that insulin induced hypoglycaemia stimulates ACTH secretion before cortisol is
released.
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5.5 Stanoveńı hladiny aldosteronu a reninu . . . . . . . . . . . . . . . . . 69
5.6 Stanoveńı referenčńıho intervalu CBG . . . . . . . . . . . . . . . . . . 70
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BMI Index tělesné hmotnosti (Body mass index)
cAMP Cyklický adenosinmonofosfát
CBG Globulin vázaj́ıćı kortikosteroidy, též označován jako transkortin
CS Cushing̊uv syndrom
CRH Kortikotropin uvolňuj́ıćı hormon, též označován jako kortikotropin
EHK Exterńı hodnoceńı kvality
HDST Vysoko zátěžový test ( High - dose short Synacthen test)
IRMA Imunoradiometrická analýza
LC-MS/MS Kapalinová chromatografie v kombinaci s tandemovou hmotnostńı
spektrometríı
ITT Inzulinový tolerančńı test
LDST Ńızko zátěžový test (Low – dose short Synacthen test)
MDST Středně zátěžový test (Medium – dose short Synacthen test)
RIA Radioimunoanalýza
SEKK Systém exterńı kontroly kvality
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1 Úvod
Hypokortikalismus je vzácné a závažné onemocněńı, k jehož odhalováńı se využ́ıvá
dynamických zátěžových test̊u, jejichž posuzováńı bylo součást́ı této diplomové práce.
Změny hladin kortizolu jdou ruku v ruce se změnami hladin i jiných d̊uležitých hor-
mon̊u, jejichž stanoveńı jsou vhodnou součást́ı diagnostiky a monitorováńı endo-
krinologických poruch, zejména Addisonovy choroby. Metody stanoveńı koncentraćı
těchto hormon̊u, a t́ım i výsledky, se mohou lǐsit na základě použité imunoanalýzy.
V rámci této práce byl stanoven kortizol pomoćı automatizované chemiluminiscenčńı
imunoanalýzy. Aldosteron, renin, adrenokortikálńı hormon (ACTH) a vazebný pro-
tein pro kortizol (CBG) byly stanovovány pomoćı radioimunoanalýzy.
Prvořadým ćılem bylo vyhodnotit inzulinový test u kontrolńıho souboru osob
a zvážit vhodnost slin jako biologického materiálu namı́sto běžně odeb́ıraného ma-
teriálu – krve. Druhým ćılem bylo posoudit vhodnost jednotlivých zátěžových test̊u
použ́ıvaných k odhalováńı hypokortikalismu. Daľśım ćılem bylo stanovit hladiny al-
dosteronu a reninu u kontrolńıho souboru osob a ověřit použitelnost referenčńıch
interval̊u pro dané hormony, které uvád́ı výrobce v dokumentaci k metodě. Úkolem
bylo také stanovit referenčńı interval pro transkortin (CBG) z výsledk̊u źıskaných
v kontrolńı skupině. Posledńım ćılem této práce bylo sledovat hladiny ACTH v pr̊u-




Kortizol je nejběžněǰśı cirkuluj́ıćı steroidńı hormon v lidském těle. Kortizol, někdy
nazývaný také hydrokortizon, je nejúčinněǰśı hormon ze skupiny glukokortikoid̊u.
Jeho tvorba prob́ıhá v k̊uře nadledvin. Cyklopentanoperhydrofenanthrenová kostra
se čtyřmi kruhy je základem všech steroidńıch hormon̊u včetně kortizolu. Strukturně
je kortizol (Obr. 2.1) řazen mezi adrenokortikálńı steroidy s 21 uhĺıky. V pozici 17








Společně s ostatńımi hormony k̊ury nadledvin je i kortizol syntetizován z cho-
lesterolu. Zdrojem cholesterolu jsou z 80 % plazmatické lipoproteiny (LDL, HDL) [2].
V podobě lipoproteinových částic vstupuje endocytózou do buňky, kde p̊usobeńım
enzymů podléhá rozkladu a je využit k tvorbě př́ıslušného hormonu. Jedná se o sérii
enzymatických reakćı, které prob́ıhaj́ı ve dvou buněčných organelách: v mitochon-
dríıch a v endoplazmatickém retikulu (ER). Pro syntézu kortizolu je nezbytná př́ı-
tomnost konkrétńıch enzymů, z nichž každý je typický právě bud’ pro mitochondrie,
nebo ER. Proto je při steroidogenezi zapotřeb́ı neustálých přesun̊u substrátu do
mitochondríı a ven. Celkový mechanismus biosyntézy kortizolu je na (Obr. 2.2).
Skladováńı steroidńıho hormonu kortizolu v nadledvinách je jen výjimečné. Hned
poté, co je ukončena jeho syntéza, je transportován buňkami nadledvin do plazmy.
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Obrázek 2.2: Biosyntéza kortizolu
Syntéza a produkce kortizolu je regulována osou hypotalamus – hypofýza – k̊ura
nadledvin (HPA) [3,4]. Osu HPA aktivuj́ı fyziologické i psychické stresové podněty.
Celá kaskáda je spuštěna uvolněńım neurosekrečńıho peptidu kortikotropin uvol-
ňuj́ıćıho hormonu (CRH) z hypotalamu [4, 5]. CRH je přenesen portálńım krevńım
oběhem do předńıho laloku hypofýzy. Zde se projev́ı vlastnost CRH jako libe-
rinu podńıtit sekreci adrenokortikotropńıho hormonu (ACTH). Krevńım oběhem
se ACTH dostane k adrenokortikálńım buňkám nadledvin, kde stimuluje sekreci
kortizolu, která se během dne pohybuje kolem 16 – 20 mg [2].
Osa HPA podléhá negativńı zpětné vazbě kortizolu (Obr. 2.3). Po vytvořeńı v pe-
riferńı endokrinńı žláze se kortizol transportuje zpět do hypotalamu [5]. Receptory
zde př́ıtomné rozpoznaj́ı kortizol a ovlivńı sekreci liberinu, tedy CRH, který má dále
vliv na produkci ACTH. To znamená, že pokud je uvolněno větš́ı množstv́ı ACTH,
je koncentrace kortizolu v krvi nižš́ı [1]. Naopak stimulace produkce ACTH je t́ım
slabš́ı, č́ım v́ıce je kortizolu v krvi.
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Obrázek 2.3: Negativńı zpětná vazba
Uvolňováńı kortizolu je periodické a je ř́ızeno diurnálńım rytmem sekrece ACTH.
Jedná se o 24 hodinové, s individuálńımi rozd́ıly až 25 hodinové cykly s opakuj́ıćımi
se změnami sekrece kortizolu [2]. ACTH je uvolňován v pr̊uběhu celého dne v nepra-
videlných pulzech. Po těchto pulzech vzr̊ustá hladina kortizolu v krvi a naopak mezi
pulzy kortizolémie klesá [1]. Koncentrace kortizolu v krvi je nejvyšš́ı v ranńıch ho-
dinách (4.00 – 10.00) v d̊usledku častěǰśıch pulz̊u. Naopak nejméně časté jsou pulzy
večer a v noci, kdy je hladina kortizolu velice ńızká často až nedetekovatelná [6].
Celý tento proces je ř́ızen takzvanými biologickými hodinami, které jsou lokali-
zované v suprachiasmatických jádrech hypotalamu [6]. Kortizol p̊usob́ı jako druhý
posel mezi centrálńımi a periferńımi biologickými hodinami, proto má význam v syn-
chronizaci tělesných cirkadiánńıch rytmů. Nedostatek spánku, stres, deprese nebo
stárnut́ı mohou vést ke změně cirkadiánńıho a ultradiánńıho rytmu.
Kortizol cirkuluje v krvi vázán na nosné proteiny řad́ıćı se mezi α-globuliny.
Přibližně z 70 – 80 % koluje v krvi ve specifické vazbě na globulin vázaj́ıćı korti-
kosteroidy (CBG) neboli transkortin [7]. Menš́ı množstv́ı kortizolu váže albumin.
Přibližně 15 – 20 % plazmatického kortizolu. Vazba na albumin vzr̊ustá se zvyšuj́ıćı
se koncentraćı kortizolu v plazmě a po dosažeńı plné saturace CBG kortizolem (po-
kud koncentrace přesáhne > 20 µg/100 ml) [1]. V biologicky aktivńı formě se vy-
skytuje asi 8 % kortizolu, který z̊ustal volný [5]. Jen volná frakce může vstoupit do
13
tkáně a š́ı̌rit se přes buněčnou stěnu do cytosolu, vázat se na intracelulárńı recep-
tor glukokortikoid̊u a fungovat jako zásobárna kortizolu pro tkáně. Naopak vázaný
kortizol je fyziologicky inaktivńı [3].
CBG je plazmatický globulin, který vykazuje vysokou afinitu ke kortizolu na
rozd́ıl od ostatńıch steroidńıch hormon̊u. Syntéza CBG prob́ıhá v játrech a je zvyšo-
vána estrogeny. Hladina transkortinu je zvýšená v obdob́ı těhotenstv́ı, u žen už́ıvaj́ı-
ćıch perorálńı estrogeny. Naopak se snižuje při cirhóze, nefróze nebo mnohočetném
myelomu [1].
Kortizol má široké spektrum biologických účink̊u. Ty nejčastěǰśı a nejvýznamněǰśı
jsou shrnuty v následuj́ıćıch bodech.
1. Účinky na intermediárńı metabolismus.
• Sacharidy – zvyšuje jaterńı glykogenezi a glukoneogenezi. Aktivita glukóza-
6-fosfatázy se zvyšuje a stoupá glykémie [1]. Šetř́ı glukózu potřebnou pro
mozek sńıžeńım vychytáváńı glukózy ze sval̊u.
• Lipidy – kortizol zvyšuje lipolýzu. T́ım docháźı k uvolněńı mastných ky-
selin a glycerolu, které se využij́ı pro glukoneogenezi.
• Proteiny – inhibuje tvorbu protein̊u a zrychluje jejich rozpad, předevš́ım
v pojivové tkáni. V tomto př́ıpadě p̊usob́ı proteokatabolicky. Př́ıkladem
je ř́ıdnut́ı kost́ı, sńıžeńı syntézy kolagenu, ztenčeńı k̊uže nebo zpomaleńı
hojeńı ran [5].
2. Účinky na kardiovaskulárńı systém.
• Zvyšuje śılu srdečńı kontrakce, srdečńı výdej i krevńı tlak d́ıky p̊usobeńı
na katecholaminy. Udržuje oběhové funkce stimulaćı kardiovaskulárńıho
systému.
3. Účinky na imunitńı systém
• Kortizol p̊usob́ı imunosupresivně a protizánětlivě. Glukokortikoidy po-
tlačuj́ı projevy alergických onemocněńı. Uvedené účinky glukokortikoid̊u
jsou často využ́ıvány léčebně.
Dále kortizol p̊usob́ı na rovnováhu vody a elektrolyt̊u, zvyšuje produkci erythro-
poetinu, ovládá stresové situace, neboli komplexńım p̊usobeńım zjǐst’uje homeostázu
organizmu při stresu [3, 4]. Působ́ı také na změny chováńı, kdy zvýšené množstv́ı
vede k euforii, naopak jeho nedostatek vyvolává depresi [5].
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Při dlouhodobé terapii glukokortikoidy může doj́ıt k ovlivněńı vylučováńı korti-
zolu, nebot’ pravidelně podávané vysoké dávky kortizolu utlumuj́ı negativńı zpětnou
vazbou aktivitu HPA osy. Naopak náhlým vysazeńım vysokých dávek glukokorti-
koid̊u může doj́ıt k selháńı určitých funkćı, které jsou glukokortikoidy ř́ızeny.
Produkce glukokortikoid̊u k̊urou nadledvin je nezbytná pro ochranu zdrav́ı. Pře-
bytek nebo nedostatek těchto hormon̊u vyvolává závažná klinická onemocněńı. V př́ı-
padě nadbytečného vylučováńı kortizolu se jedná o Cushing̊uv syndrom (CS). Nao-
pak sńıžená sekrece kortizolu je př́ıčinou hypokortikalismu, tedy Addisonovy choroby
(AD).
2.2 Kůra nadledvin
Nadledviny lež́ı na horńıch pólech ledvin uložené v tukovém pouzdře. Jsou tvořeny
pro život nezbytnou k̊urou a dřeńı, která je tvořena přeměněnými ganglii. Kůra
nadledvin tvoř́ı tři skupiny steroidńıch hormon̊u [8] . Ty jsou sestaveny na základě
hlavńıch účink̊u hormon̊u. V prvńı vrstvě k̊ury – zona glomerulosa – jsou produ-
kovány mineralokortikoidy (aldosteron), středńı vrstva – zona fasciculata – produ-
kuje glukokortikoidy (kortizol) a vnitřńı vrstva – zona reticularis – uvolňuje zejména
androgeny, v menš́ı mı́̌re pak glukokortikoidy. Biologické aktivity všech vyplavo-
vaných hormon̊u se překrývaj́ı, a proto všechny přirozené glukokortikoidy maj́ı i ak-
tivitu mineralokortikoid̊u a naopak. Za tuto aktivitu jsou zodpovědné elementy hor-
monálńı odpovědi zprostředkovávaj́ıćı typické účinky hormon̊u na genové úrovni.
To, jaký konkrétńı hormon vznikne, je závislé na enzymatickém vybaveńı buňky
dané vrstvy k̊ury.
2.3 Aldosteron
Aldosteron je hlavńı a nejúčinněǰśı hormon ze skupiny mineralokortikoid̊u. Je
secernován ve velice malé mı́̌re z k̊ury nadledvin. Aldosteron (Obr. 2.4) se stejně
jako kortizol řad́ı k C21 steroidńım hormon̊um, jehož základem je cyklopentanoper-
hydrofenantrenové jádro.
Hladina aldosteronu v krvi je ńızká. V krvi cirkuluje aldosteron vázaný ve většině
př́ıpad̊u na albumin a na CBG. Receptory váž́ıćı aldosteron se nacháźı jak v cyto-
plazmě, tak v jádrech ćılových buněk. Těmi jsou nejčastěji buňky distálńıho tubulu
a sběrných kanálk̊u ledvin [9]. Po vazbě na receptory v cytosolu těchto buněk dojde
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Obrázek 2.4: Aldosteron
aktivaćı transkripce mRNA v jádře k aktivaci mnoha pochod̊u. Tyto pochody jsou
podstatou účinku mineralokortikoid̊u.
Ovládáńı transportu vody a iont̊u je hlavńı mineralotropńı účinek. Podstatou je
navozeńı tvorby specifických protein̊u — iontové kanály, Na+/K+–ATPasy a H+–
ATPasy [9]. T́ım se zvýš́ı resorpce Na+ iont̊u z tubulárńı tekutiny a exkrece K+
iont̊u a H+ z buněk sběraćıch kanálk̊u. Zadržováńım Na+ iont̊u v těle se zvyšuje
objem osmotického tahu vody (ECT). Důležitý je také vazokonstrikčńı účinek.
Sekrece aldosteronu je regulována předevš́ım ledvinami (Obr. 2.5). Č́ım vyšš́ı
je syntéza reninu, t́ım v́ıce stoupá produkce aldosteronu [5]. Podnětem tvorby a
sekrece aldosteronu je zvýšená koncentrace K+ iont̊u a vzestup angiotenzinu II a III.
Ty vznikaj́ı atakem reninu na angiotenzinogen. Stimuluj́ıćım faktorem pro sekreci
aldosteronu je pokles tlaku krve, který aktivuje právě systém renin – angiotenzin.
Obrázek 2.5: Regulace sekrece aldosteronu
Vysoká sekrece aldosteronu zp̊usobuje Conn̊uv syndrom, který je vyvolaný ná-
dorovým bujeńım k̊ury nadledvin [10]. Tento primárńı hyperaldosteronismus je vy-
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volán poklesem reninu, tedy hypokalémíı a hypertenźı. Sekundárńı hyperfunkce je
zp̊usobena zvýšenou funkćı juxtaglomerulárńıch buněk tedy jak zvýšenou hladinou
reninu, tak aldosteronu [1]. Hypertenze, polyurie nebo ž́ızeň jsou hlavńımi př́ıznaky.
Naopak hypoaldosteronismus je dán poklesem Na+ , nár̊ustem K+ a objem ECT
začne klesat [10]. Nedostatek aldosteronu zp̊usobuje dehydrataci, nastává cirkulačńı
selháńı a během několika dn̊u může doj́ıt i ke smrti. Typickými př́ıznaky nedostatku
aldosteronu jsou únava, svalová bolest, hypotenze či tachykardie. Sṕı̌se než minera-
lokortikoidy postihuje hypofunkce glukokortikoidy v podobě AD.
2.4 Renin
Renin se tvoř́ı v bĺızkosti glomerul̊u v k̊uře nadledvin. Je to hormon juxtaglome-
rulárńıho aparátu ledvin. Neńı to hormon v pravém slova smyslu, má sṕı̌se vlast-
nosti enzymu, nebot’ štěṕı α-2-globulin – angiotenzinogen na angiotenzin I [9]. Tento
dekapeptid je prostřednictv́ım angiotenzin – přeměňuj́ıćım enzymem (ACE) konver-
tován na oktapeptid - angiotenzin II, který zvyšuje tlak. Asi čtvrtina angiotenzinu
II se pak přeměńı na angiotenzin III, heptapeptid [5]. Renin je tedy jakýsi spouštěč
renin-angiotenzinového systému, který ovlivňuje vylučováńı vody a iont̊u ledvinami.
Tento regulačńı mechanismus (Obr. 2.6) je aktivován poklesem pr̊utoku krve ledvi-
nami. Mechanismus renin-angiotenzin udržuje oběhové funkce při poklesu krevńıho
tlaku. Daľśım účinkem je aktivace sympatiku a stimulace sekrece aldosteronu.
Zvýšená sekrece reninu a angiotenzinu II vede ke stavu, který se nazývá hyperre-
ninový aldosteronismus. Ke zvýšené produkci reninu docháźı vlivem hyponatremie a
dehydratace. Nedostatečná tvorba reninu v juxtaglomerulárńım aparátu ledvin vede
k hyporeninovému hypoaldosteronismu. Často se vyskytuje u starš́ıch lid́ı s diabetem
nebo u nemocných s AIDS či r̊uznými chorobami ledvin [10].
2.5 Hypokortikalismus
Hypokortikalismus neboli adrenokortikálńı insuficience (AI) je stav sńıžené tvorby
a produkce hormon̊u k̊ury nadledvin. Primárńı adrenokortikálńı insuficience (peri-
ferńı hypokortikalismus) vzniká na podkladě postižeńı k̊ury nadledvin. Sekundárńı
adrenokortikálńı insuficience (centrálńı hypokortikalismus) vzniká v d̊usledku po-
stižeńı hypotalamo-hypofyzárńıho systému a následně nedostatečné stimulace k̊ury
nadledvin.
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Obrázek 2.6: Řı́zeńı tlaku krve systémem renin-angiotenzin
2.5.1 Primárńı adrenálńı insuficience
Primárńı AI byla poprvé popsána v roce 1855 britským lékařem Thomasem Addi-
sonem, podle kterého se také nazývá Addisonova choroba [11]. U pacient̊u s peri-
ferńı AI se projevuj́ı př́ıznaky, které vyplývaj́ı jak z nedostatku glukokortikoid̊u, tak
z nedostatku mineralokortikoid̊u. U žen může být výrazný i androgenńı deficit [12].
Addisonova choroba je velice vzácné onemocněńı, jehož celkový výskyt neńı přesně
znám. Incidence této choroby je odhadována na 10 – 15 pacient̊u z 1 000 000 oby-
vatel. Manifestace př́ıčin nedostatečnosti k̊ury nadledvin nastává většinou, až když
je zničeno přibližně 90 % jej́ı tkáně [13].
Hlavńı př́ıčinou AI je v dnešńı době autoimunitńı etiologie [11–14,16]. Diagnóza
autoimunitńıho postižeńı nadledvin je založena na měřeńı cirkuluj́ıćıch protilátek
proti nadledvinám, 21-α-hydroxylázy – enzymu z rodiny cytochromu P450 [12, 15,
16]. Přibližně polovina pacient̊u s AI má jiné, koexistuj́ıćı autoimunitńı onemocněńı,
jako je hypoparathyreosa, chronická mukokutánńı kandidosa, Hashimotova thyroi-
ditis nebo diabetes mellitus typu 1 [11–13]. Jedná se pak o onemocněńı, která jsou
součast́ı autoimunitńıho polyglandulárńıho syndromu. V minulosti byla nejčastěǰśı
př́ıčinou primárńı adrenokortikálńı insuficience tuberkulóza, která v dnešńı době
přetrvává sṕı̌se v méně rozvinutých zemı́ch [17]. Oboustranné postižeńı nadledvin
je zp̊usobeno hemorhagickými poruchami, metastázami maligńıch tumor̊u či lym-
fomů nebo amyloidozou. Méně častou, avšak prokázanou, př́ıčinou poškozeńı je virus
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HIV [12, 13]. Př́ıčiny primárńı AI jsou shrnuty na obrázku (Obr. 2.7).









– metastázy do nadledvin
– amylodioza
– radiační terapie
– kongenitální enzymové defekty a rezistence
– cytotoxické látky
Obrázek 2.7: Př́ıčiny primárńı AI
Symptomy se mohou jak u primárńı, tak u sekundárńı AI projevovat velice
pomalu a nedostatečnost nadledvin může být v počátćıch velice podceněna [14].
Únava, slabost, gastrointestinálńı poruchy spojené s nechutenstv́ım, anorexie, de-
prese, úporné zvraceńı, hypoglykemie, úbytek váhy u dospělých, hypotenze či hy-
perkalemie jsou výčtem př́ıznak̊u, se kterými může být nedostatečnost nadledvin
zaměněna. Vzhledem k nespecifičnosti př́ıznak̊u může být stanoveńı správné di-
agnózy komplikované. Klinické př́ıznaky záviśı na mnoha faktorech, předevš́ım na
tom, zda se jedná o akutńı nebo chronickou AI.
Akutńı primárńı AI vzniká v d̊usledku nepoměru mezi potřebou a produkćı
glukokortikoid̊u, event. mineralokortikoid̊u [4, 18]. Vyskytuje se u pacient̊u s AI,
kteř́ı jsou vystaveni stresu v d̊usledku operace, infekce nebo traumatu. Vážná hy-
ponaterime, hyperkalemie nebo acidóza jsou zp̊usobeny renálńımi ztrátami sod́ıku
a retenćı drasĺıku v d̊usledku sńıžené tvorby mineralokortikoid̊u. Daľśımi klinickými
př́ıznaky jsou již výše zmı́něná anorexie, nauzea a zvraceńı, které zp̊usobuj́ı sńıžeńı
cirkuluj́ıćıho volumu a t́ım dehydrataci, hypotenzi, tachykardii a mohou se obje-
vit i poruchy vědomı́ až kóma. Akutńı adrenálńı krize je život ohrožuj́ıćı stav,
který vyžaduje okamžitou léčbu, nebot’ neléčená či pozdě léčená akutńı krize může
končit letálně [11,12]. Zpočátku nespecifickými př́ıznaky se projevuje chronická AI.
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Únava, slabost, vyčerpanost či nevýkonnost jsou hlavńımi symptomy, které mohou
s rozv́ıjej́ıćım se onemocněńım přer̊ust v poruchy psychické nebo poruchy kogni-
tivńıch funkćı [13]. Chronická nedostatečnost však může poměrně rychle vyústit
v akutńı AI, např́ıklad v d̊usledku traumatu, celkové anestezie či významné fyzické
zátěže. Klasickým rysem Addisonovy choroby je hyperpigmentace [12, 13, 16]. Vy-
skytuje se v d̊usledku zvýšené koncentrace proopiomelanokortinu (POMC). Výrazně
zvýšená je v mı́stech otlaku a na mı́stech, která jsou vystavena slunečńımu zářeńı,
jako jsou rýhy na dlani, lokty, kolena, kotńıky. Hyperpigmentaćı bývá také postižena
ústńı sliznice a dásně. Klinické př́ıznaky akutńı i chronické AI jsou shrnuty na
obrázku (Obr. 2.8).
Obrázek 2.8: Př́ıznaky akutńı a chronické AI
2.5.2 Sekundárńı adrenálńı insuficience
Sekundárńı (centrálńı) AI je zp̊usobena nedostatkem ACTH, v d̊usledku zničeńı
buněk, které tento hormon produkuj́ı. U centrálńı AI jsou postiženy hormony [13].
Centrálńı AI se vyskytuje při hypopituitarismu r̊uzné etiologie, jako jsou tumory
hypotalamo-hypofyzárńı oblasti či metastatická postižeńı, která vedou k hypose-
kreci hypofyzárńıho ACTH [19]. U pacient̊u po dlouhodobé glukokortikoidńı terapii
nebo po odstraněńı př́ıčiny endogenńıho CS se vyskytuje funkčńı centrálńı nedo-
statečnost [17]. Klinické př́ıznaky, ke kterým patř́ı letargie, únava, anorexie, myal-
gie jsou sṕı̌se nespecifické. U sekundárńı adrenokortikálńı nedostatečnosti se jedná
převážně o chronickou formu. V př́ıpadě fyzické a psychické zátěže, se může ob-
jevit i krize akutńı, pokud u pacient̊u léčených kortikosteroidy neńı zvýšena sub-
stitučńı dávka [12]. V d̊usledku sńıžené sekrece ACTH z hypofýzy nenacháźıme
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Jedná se o hypofunkci charakterizovanou nedostatečnou produkćı alespoň jed-
noho z hormon̊u předńıho nebo zadńıho laloku hypofýzy [20]. Hypopituitarismus je
komplexńı zdravotńı stav spojený se zvýšenou nemocnost́ı a úmrtnost́ı.
Postihuje 10 – 15 ze 100 000 pacient̊u a podle rozsahu postižeńı jednotlivých hormon̊u
se rozlǐsuje centrálńı nebo perferńı hypopituitarismus. Léčba je v tomto př́ıpadě
složitěǰśı a vyžaduje celoživotńı endokrinologický dohled.
Nejčastěǰśı př́ıčinou vzniku hypopituitarismu jsou adenomy hypofýzy [20]. Hypo-
pituitarismus vzniká ale i v d̊usledku jejich chirurgického ošetřováńı či radioterapie.
Makroadenomy (> 1 cm) jsou ve 30 % př́ıpad̊u spojeny s rozvojem částečného nebo
úplné hypopituitarismu, který vzniká v d̊usledku tlaku na zdravou tkáň hypofýzy.
K daľśım př́ıčinám patř́ı metastatická postižeńı (prsńı, plicńı metastázy a metastázy
karcinomu prostaty), poraněńı hlavy, infekce, mykózy nebo gliomy očńıho nervu.
Př́ıznaky hypopituitarismu odpov́ıdaj́ı nedostatku jednotlivých hormon̊u. Při
většině proces̊u bývá nejčastěji postižena sekrece r̊ustového hormonu (porucha r̊ustu
v dětstv́ı a v dosṕıváńı, metabolické změny a psychocké změny u dospělých) a go-
nadotropin̊u (centrálńı hypogonadismus), pak tyreotropinu (centrálńı hypotyreóza),
ACTH (centrálńı hypokortikalismus) a nakonec prolaktinu [21].
2.5.4 Laboratorńı diagnostika hypokortikalismu
Diagnóza AI by měla být potvrzena vyšetřeńım funkce osy HPA. Léčba potvrzené
AI by se neměla odkládat, zároveň neńı př́ıpustné vystavit pacienta situaćım, jejichž
d̊usledkem je ztráta tekutin, dehydratace a prohloubeńı hypotenze [13]. U akutně
nemocného pacienta je nutné okamžité zahájeńı terapie. Diagnóza se určuje až po
stabilizaci stavu. Pr̊ukazem primárńı AI je nález sérového či plazmatického kortizolu
pod hranićı normálńıho rozmeźı, hladina ACTH je výrazně zvýšena [12]. Pr̊ukaz AI
se posuzuje z hodnot kortizolu v plazmě či v séru. Stanoveńı se provád́ı mezi 7 – 8
hodinou ranńı z d̊uvodu diurnálńıho rytmu kortizolu. Pacient je lačný, stanoveńı
se provád́ı před užit́ım ranńı dávky glukokortikoid̊u nebo jsou deľśı dobu vysazeny.
Stanovuje se jak volný, tak kortizol vázaný na CBG.
Hodnoty pod 100 nmol/l jednoznačně prokazuj́ı diagnózu AI, hodnoty nad 400
nmol/l s velkou pravděpodobnost́ı hypokortikalismus vylučuj́ı [22, 23].
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Parciálńı insuficienci nasvědčuj́ı hodnoty v rozmeźı 150 – 450 nmol/l. V takovém
př́ıpadě, pokud je podezřeńı na AI, je dobré provést některý z dynamických test̊u.
Aby mohla být odlǐsena primárńı a sekundárńı insuficience, provád́ı se stanoveńı
hladin ACTH v plazmě [13]. V př́ıpadě primárńı insuficience jsou hladiny ACTH
v plazmě mnohonásobně vyšš́ı než 44,4 pmol/l. Koncentrace plazmatického ACTH
pod 4,4 pmol/l je pr̊ukazem sekundárńı AI.
2.5.5 Dynamické testy
U pacient̊u s parciálńım hypokortikalismem se bazálńı hodnoty sérového kortizolu
vyskytuj́ı v tzv.
”
šedé zóně“. V tomto př́ıpadě se neńı možné vyjádřit ke konkrétńımu
stavu nadledvin, a proto by se mělo dbát na provedeńı dynamických stimulačńıch
test̊u, které dokáž́ı danou nedostatečnost odhalit [20].
Inzulinový tolerančńı test
Inzulinový tolerančńı test (ITT) je považován za zlatý standard pro hodnoceńı
funkce HPA osy [24–26]. Jedná se o test s hypoglykémíı vyvolanou inzulinem [20,27].
Dávka inzulinu je určována podle hmotnosti pacienta. Intravenózńı aplikace inzu-
linu vede k vyvoláńı extrémńı hypoglykémie (pod 2,2 mmol/l). V rámci stresového
mechanismu docháźı k uvolněńı ACTH, který indukuje sekreci kortizolu. V tomto
př́ıpadě funguje kortizol jako jakýsi hormonový, resp. inzulinový protiregulátor.
Před samotným provedeńım ITT je vhodné stanoveńı bazálńı hladiny kortizolu
v séru či plazmě [15]. Koncentrace menš́ı než 100 nmol/l upozorňuje na nebezpeč́ı
vyvoláńı hypokortikálńı krize a ITT se proto neprovád́ı a diagnóza hypokortikalismu
je při této koncentraci kortizolu prokázána. Test je pro pacienta velice nepř́ıjemný
a potenciálně nebezpečný, a proto muśı být prováděn vždy za př́ıtomnosti zdravot-
nického pracovńıka [24]. Je velice nebezpečný pro novorozence, kojence,
děti do 4 let a pro starš́ı pacienty [26].
Před zahájeńım testu by měla být ranńı glykémie kolem 3,3 mmol/l [27]. Poté
se zavede injekčně bolus humánńıho inzulinu, jehož množstv́ı záviśı na tom, zda je
pacient citlivý nebo rezistentńı v̊uči inzulinu. Kortizolémie se stanovuje vždy po 30
minutách po dobu dvou hodin. Pokud dojde v pr̊uběhu testu k dosažeńı maximálńı
hodnoty po stimulaci nad 500 nmol/l, může být hypokortikalismus vyloučen [15,20].
V př́ıpadě nežádoućıch účink̊u jako je poceńı, bušeńı srdce, křeče, kóma či šok
muśı okamžitě následovat stanoveńı glykémie a hladin hormon̊u v krvi [27]. Poté je
nutné podat intravenózně bolus 40% glukózy a následně infuze 10 – 20% glukózy.
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Právě z d̊uvod̊u minimalizace nežádoućıch účink̊u a rizik je někdy lepš́ı pro stimulaci
kortizolu použ́ıt ACTH stimulačńı testy.
Testy s analogy ACTH (zátěžové testy)
Při podezřeńı na primárńı či sekundárńı AI se využ́ıvá vyšetřeńı pomoćı krátkých
test̊u s analogy ACTH (Short Synacthen Test) [26,28]. Jedná se o syntetický analog
ACTH, který se skládá z prvńıch 24 aminokyselin přirozeně se vyskytuj́ıćıho ACTH
se stejným biologickým účinkem. Nazývá se také tetrakosaktid, komerčně synacthen.
Intravenózńı dávkou ACTH se ověř́ı jeho schopnost se vázat na receptory nadledvin
a stimulovat tak sekreci kortizolu [27].
Test je prováděn na lačno. U žen je nutné provedeńı mezi 3. – 8. dnem cyklu, před
vyšetřeńım muśı být vysazena hormonálńı antikoncepce (HAK), nebot’ by mohlo
doj́ıt k ovlivněńı naměřených koncentraćı kortizolu.
Po zjǐstěńı bazálńı hodnoty odběrem krve se nemocnému aplikuje intravenózně
ampule syntetického analogu ACTH v bolusu. Poté se hodnot́ı koncentrace kortizolu
v séru za 30 a 60 minut po stimulaci ACTH [11, 20]. Insuficience k̊ury nadledvin
je vyloučena pokud koncentrace kortizolu v plazmě či séru přesáhne 550 nmol/l
[16, 26, 27]. Někdy je hranice posunuta až k 600 nmol/l, č́ımž se vylouč́ı falešně
pozitivńı výsledky [17]. Při čerstvě vzniklé insuficienci HPA osy neńı možné tento
test provádět, nebot’ atrofie nadledvinové k̊ury neńı dostatečně vyvinuta.
Nejčastěji použ́ıvaný je HDST test (High-dose Short Synacthen Test) [26]. V tomto
př́ıpadě je pacientovi aplikována dávka 250 µg synacthenu [11]. Postup tohoto testu
je stejný jako u výše popsaného testu. Spolehlivěǰśı výsledky přináš́ı test, kdy je
pacientovi, též vleže, intravenózně aplikován 1 µg syntetického ACTH jako bolus.
V tomto př́ıpadě se jedná o tzv. LDST test (Low-dose short Synacthen Test). Kon-
centrace sérového/plazmatického kortizolu se hodnot́ı v 0. minutě - bazálńı hodnota
a ihned po podáńı, ve 20. minutě, 30., 40. a 60. minutě. Při testu s ńızkou dávkou
tetrakosaktidu má kortizol stimulačńı vrchol za 20 minut [15].
Daľśı dynamické testy
Alternativńım zp̊usobem zjǐstěńı nadledvinové nedostatečnosti je metyraponový
test [27]. Je indikován sṕı̌se při podezřeńı na sekundárńı AI a testuje funkčnost HPA
osy po dlouhé léčbě steroidńımi látkami. Metyrapon blokuje enzym 11β-hydroxylázu
a t́ım i konečný krok k tvorbě kortizolu v nadledvinách. Pokles kortizolu v krvi vede
u zdravých pacient̊u ke zpětnovazebné stimulaci sekrece ACTH.
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Pokud se jedná o krátkou formu testu, je možné ambulantńı provedeńı. Po prvńım
odběru krve, tedy po zjǐstěńı bazálńı hodnoty na stanoveńı ACTH, kortizolu a 11-
deoxykortizolu se o p̊ulnoci společně s menš́ım množstv́ım j́ıdla podá per orálně
tableta metyraponu (30 – 40 mg/kg tělesné váhy) [17]. V 8.00 následuj́ıćıho dne se
provede odběr krve na stanoveńı 11-deoxykortizolu. Dostatečná funkce kortikotropńı
osy je potvrzena při vzestupu hladiny sérového 11-deoxykortizolu nad 200 nmol/l a
vzestupu ACTH nad 200 pg/ml. Daľśı možnost́ı je dlouhá varianta testu, při které
se provád́ı sběr moči za 24 hodin na stanoveńı 17-hydroxykortikoid̊u. Sběr se provád́ı
po dobu 4 dn̊u a v době mezi 3. až 4. dnem testu je zaznamenán dvoj až čtyřnásobný
nár̊ust exkrece 17-hydroxykortikoidu moč́ı. Nestimulované koncentrace se pohybuj́ı
do 3,2 nmol/l. Tyto hodnoty koncentraćı jsou stejné i pro dlouhé provedeńı testu.
Tento test je nejen velice nepř́ıjemný, ale také kontraindikován u pacient̊u s těžkou
nedostatečnost́ı nadledvin [26]. Kromě toho stanoveńı 11-deoxykortizolu je obt́ıžné
a dražš́ı, než je měřeńı kortizolu. Stejně tak jako kv̊uli ńızké senzitivitě metyrapo-
nového testu se nedoporučuje test s kortikoliberinem (CRH).
Hypotalamický CRH stimuluje sekreci ACTH z hypofýzy. Při podezřeńı na hy-
pofyzárńı insuficienci je indikován test s CRH, kdy je lež́ıćımu pacientovi podána
dávka 100 µg CRH intravenózně. Následně se provád́ı náběry pro stanoveńı kortizolu
v určitých časových intervalech.
Výběr a použit́ı dynamických test̊u je shrnut na (Obr. 2.9).
2.6 Imunoanalytické metody
Imunochemické metody nab́ıźı jednoduché, rychlé a velice citlivé stanoveńı ńız-
kých hladin hormon̊u, léčiv, drog, vitamin̊u nebo nádorových či kardiálńıch marker̊u.
Ke stanoveńı těchto látek postačuj́ı malá množstv́ı biologických materiál̊u – krev,
plazma, moč nebo sliny. Základem imunochemických metod je vysoce specifická
reakce mezi antigenem a protilátkou [29].
Rychle se vyv́ıjej́ıćı imunometody nahradily některé chromatografické techniky
v klinické diagnostice, a to předevš́ım d́ıky rychlé detekci protilátek [29]. Naopak
u některých analýz, jako je kvalitativńı vyhodnoceńı neznámých vzork̊u se chroma-
tografie stále využ́ıvá [30]. Předevš́ım moderńı spojeńı kapalinové chromatografie
s hmotnostńı spektrometríı (LC-MS/MS) poskytuje obrovské zlepšeńı v citlivosti a
specifičnosti analytického stanoveńı nejen steroidńıch hormon̊u [31, 32].
Imunoanalytická stanoveńı mohou být bud’ v kompetitivńım nebo nekompeti-
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Obrázek 2.9: Diagnostický postup při podezřeńı na primárńı nebo sekundárńı AI
tivńım uspořádáńı [30,32]. U kompetitivńıho typu stanoveńı soutěž́ı antigen ze vzorku
se stejným neznačeným antigenem ze soupravy o vazbu na omezený počet vazebných
mı́st protilátek. Původńı koncentrace stanovovaného analytu je nepř́ımo úměrná
výšce signálu. Kalibračńı křivka má v tomto př́ıpadě tvar hyperboly (Obr. 2.10).
Obrázek 2.10: Kompetitivńı uspořádáńı
Nekompetitivńı stanoveńı se d́ıky použit́ı dvou protilátek také někdy označuje
jako stanoveńı sendvičové, nebot’ antigen ze vzorku je vychytáván mezi dvě pro-
tilátky, které jsou v reakčńı směsi př́ıtomny v nadbytku. Na rozd́ıl od kompetitivńıho
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uspořádáńı zde plat́ı př́ımá úměra mezi velikost́ı naměřeného signálu a koncentraćı
stanovovaného antigenu. Kalibračńı křivka má tvar paraboly (Obr. 2.11).
Obrázek 2.11: Nekompetitvńı - sendvičové uspořádáńı
U imunochemických metod je možné provádět stanoveńı a detekci bud’ př́ımo
v reakčńı směsi, čemuž odpov́ıdá homogenńı imunoanalýza nebo po separaci vzni-
klého imunokomplexu tedy heterogenńı imunoanalýza.
Homogenńı imunoanalýzy nevyžaduj́ı separaci volného a vázaného značeného re-
aktantu. Po vazbě na antigen nastává u některých metod změna aktivity značené mo-
lekuly [30]. Při této analýze docháźı v jedné směsi k reakci a zároveň pak i k měřeńı
aktivity použité značky. Dı́ky tomu je celý postup jednodušš́ı a rychleǰśı [33]. Hete-
rogenńı imunoanalýzy vyžaduj́ı odděleńı vázaného a volného značeného reaktantu.
Separace je umožněna precipitaćı, odsát́ım zbytku reakčńı směsi pevně zakotvené
protilátky, adheźı použitých částic, které jsou vázané na protilátku nebo magne-
ticky [30].
Výběr protilátky může ovlivnit specifitu a senzitivitu imunochemického vyšetřeńı
[30]. Jedná se o protein ze tř́ıdy imunoglobulin̊u s charakteristickou strukturou a
funkčńımi vlastnostmi [29]. Nejčastěji použ́ıvaný je imunoglobulin typu G – IgG.
Protilátky jsou tvořeny čtyřmi polypeptidy – dvěma těžkými a dvěma lehkými
řetězci, které vytvář́ı charakteristický tvar ṕısmene
”
ypsilon“ (Obr. 2.12). Struktura
obsahuje doménu Fab zodpovědnou za vazbu antigenu a doménu Fc, která je d̊uležitá
z hlediska funkce a regulace imunitńıho systému [29,34]. Protilátky jsou schopny se
vázat na antigeny, specializované buňky nebo proteiny imunitńıho systému. Jsou
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produkovány imunitńım systémem jakéhokoli obratlovce nebo člověka v d̊usledku
obranné reakce na ciźı látku, antigen [29, 34].
Obrázek 2.12: Struktura protilátky
Mezi použ́ıvané protilátky patř́ı monoklonálńı a polyklonálńı protilátky. Źıskáńı
polyklonálńıch protilátek je někdy neopakovatelné. Připravuj́ı se imunizaćı zv́ı̌rete a
jsou vždy směśı protilátek [34]. Polyklonálńı protilátky maj́ı vyšš́ı citlivost, než mo-
noklonálńı, nebot’ jsou schopné rozeznat i izoformy antigenu [30]. Monoklonálńı jsou
produkované hybridomy. Ty jsou připravovány f̊uźı imunizovaných slezinných buněk
s nádorovými buňkami, které po purifikaci a izolaci produkuj́ı pouze jediný typ pro-
tilátky [30, 33, 34]. Použit́ım monoklonálńıch protilátek se dosahuje vyšš́ı specifity
a je možné tyto protilátky produkovat kontinuálně. Antigeny se rozumı́ proteiny,
nukleové kyseliny, sacharidy, lipidy nebo jejich kombinace [34]. Jsou to látky, které
mohou vyvolat imunitńı reakci u př́ıslušného hostitele, jej́ımž produktem tedy pro-
tilátkou, mohou být rozpoznány. Epitop je specifická povrchová oblast antigenu,
d́ıky které je rozpoznán protilátkou a na kterou se poté protilátka váže. Antigen
indukuje produkci protilátky a slouž́ı jako jakýsi
”
zesilovaćı prvek“, jelikož samotný
antigen a protilátka jsou př́ıtomny ve velmi ńızkých koncentraćıch [29, 35].
2.6.1 Radioimunometody
Prvńı imunoanalýza byla popsána v padesátých letech minulého stolet́ı. V roce
1977 profesorka R. Yalow źıskala Nobelovu cenu za medićınu společně s doktorem
S. Bersonem. Cena byla udělena za vyvinut́ı metody RIA (Radioimunoanalýza) pro
inzulin [32, 35].
Radioimunoanalýza je běžně dostupná jak v kompetitivńım uspořádáńı (RIA),
tak v nekompetitivńım (IRMA). Jedná se o vysoce citlivou a specifickou metodu,
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u které je možné př́ımo určovat koncentrace měřených látek. A to i v př́ıpadě
př́ıtomnosti strukturně podobných látek, jejichž koncentrace je mnohonásobně vyšš́ı
[36]. Dı́ky své vysoké citlivosti často předč́ı i mnohé automatizované neizotopové
imunoanalýzy [30]. Tyto metody jsou také často nazývány radioizotopové metody,
nebot’ je využ́ıváno značeńı radioaktivńım izotopem jodu 125I. Jedná se o γ-zářič,
který nahradil dř́ıve použ́ıvané tritium 3H-β-zářič, nebot’ užit́ı 125I je méně finančně
náročné. Nav́ıc se radioaktivńı izotop vod́ıku již nevyráb́ı [37, 38]. Daľśım d̊uvodem
je také kratš́ı biologický poločas radiojodu, 60 dńı [34, 39]. Stejně tak dnes již ne-
použ́ıvaným radioaktivně značeným prvkem je 57Co.
V př́ıpadě RIA je radioaktivńım prvkem značen antigen. Antigen se váže na
specifickou protilátku a nasycuje tak jej́ı vazebnou kapacitu. Proto se radioimuno-
analytické metody řad́ı z hlediska metodiky rovněž k saturačńı analýze. Oproti tomu
u IRMA je značena protilátka.
Radioimunoanalýza stejně tak jako většina imunoanalytických metod neńı stan-
dardizována. Jednotlivé soupravy pro stanoveńı určitého hormonu v séru či jiné
tělesné tekutině pacienta nemuśı poskytovat stejný výsledek. I přestože jsou založeny
na stejném principu [15]. Proto je d̊uležité provádět kontroly, kdy se pro každou sérii
vytvoř́ı kalibračńı křivka a stanov́ı se hladiny kontrolńıch vzork̊u [35]. Vhodné je také
použ́ıvat stále stejnou komerčńı soupravu, nebot’ výsledek může být snadno zat́ıžený
chybou v d̊usledku přepoč́ıtáváńı výsledk̊u z jedné soupravy na druhou [15].
Princip RIA
Během reakce (Obr. 2.13) docháźı ke kompetici konstantńıho množstv́ı značeného
antigenu a r̊uzného množstv́ı neznačeného antigenu o vazebné mı́sto na specifické
protilátce, která je v reakci obsažena v omezeném množstv́ı. Stanovovanou látkou je
zde antigen neznačený. Výsledkem reakce jsou dva komplexy a to značený antigen-
protilátka a antigen – protilátka (Obr. 2.14). Přičemž množstv́ı značeného antigenu,
který je navázaný na protilátku, je nepř́ımo úměrné množstv́ı neznačeného antigenu.
Č́ım v́ıce je neznačeného antigenu, t́ım se naváže menš́ı množstv́ı značeného antigenu
na protilátku, tedy radioaktivita komplexu značený antigen – protilátka bude nižš́ı.
Obrázek 2.13: Princip RIA
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Obrázek 2.14: Kompetitivńı reakce
Aby se mohl stanovit př́ıslušný antigen touto metodou, je nutné použ́ıt větš́ı
množstv́ı značeného antigenu, než je vazebná kapacita protilátky. Té je do reakce
přidáváno takové množstv́ı, aby došlo k navázáńı přibližně 50 % aktivity značeného
antigenu.
Značený antigen je v př́ıslušném komplexu vázán na protilátku, kde je právě tato
část protilátky nazývána jako vázaná frakce (B) z anglického
”
bound“. Volná část
značeného antigenu se nazývá volná frakce (F) z anglického
”
free“. Po ustanoveńı
rovnováhy jsou frakce odděleny a je měřena radioaktivita jedné z nich. Radioaktivita
je mı́rou koncentrace neznačeného antigenu v měřeném vzorku [34].
Princip IRMA
Imunoradiometrická analýza je nekompetitivńı imunologická metoda in vitro. Na
rozd́ıl od RIA má opačné uspořádáńı, kdy je specifická protilátka navázána na stěnu
zkumavky proti stanovovanému antigenu.
Po přidáńı vzorku se stanovovaným antigenem docháźı ke tvorbě primárńıho
komplexu vázaná protilátka – stanovovaný antigen. Po inkubaci se přidá druhá ra-
dionuklidem značená protilátka, která se naváže na stávaj́ıćı komplex, č́ımž dojde
k tvorbě sekundárńıho komplexu vázaná protilátka – stanovovaný antigen – značená
protilátka. Poté, co jsou odstraněny zbytky značené protilátky, je měřena radioakti-
vita sekundárńıho komplexu. Na rozd́ıl od RIA zde plat́ı př́ımá úměra mezi velikost́ı
naměřeného signálu a koncentraćı stanovovaného antigenu (Obr. 2.15)
U této metody může doj́ıt k ovlivněńı jej́ı specificity, nebot’ použit́ım přebytečného
množstv́ı reagencíı mohou reagovat strukturně podobné látky se značenou pro-
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Obrázek 2.15: Nekompetitivńı reakce
tilátkou stejně tak jako se stanovovanou látkou. Aby se tomuto problému předešlo,
použ́ıvaj́ı se zde právě dvě protilátky.
2.6.2 Detekce gama zářeńı
Pro detekci γ-zářeńı se nejčastěji použ́ıvá scintilačńı studnový detektor, který
je vhodný pro měřeńı kapalin in vitro. Je tvořený scintilačńım detektorem, který
obsahuje krystal NaI(Tl). Krystal je zapouzdřen v hlińıkovém obalu, jehož vnitřńı
stěny jsou pokryty MgO. Uprostřed krystalu je otvor pro zasunut́ı zkumavky, č́ımž
je dosaženo lepš́ı geometrické účinnosti měřeńı. Celý př́ıstroj je st́ıněný olověným
krytem. Poté, co krystal absorbuje gama zářeńı, začne vyśılat záblesky viditelného
světla. Ve fotonásobiči jsou pak světelné fotony přeměněny na tok elektron̊u. Na
výstupu fotonásobiče je registrován světelný impulz. Impulzy jsou poté upravovány
v předzesilovači, ześıleny v zesilovači a tř́ıděny v analyzátoru impulz̊u. Nakonec jsou
registrovány v č́ıtači.
2.6.3 Daľśı typy imunoanalytických metod
I když byl radioizotop použit jako prvńı značka a jedná se o jeden z nejv́ıce
citlivých detekčńıch systémů použ́ıvaných v imunochemii, existuje celá řada daľśıch
značek (enzymy, fluorofory), které umožnuj́ı osvobozeńı od technických a bezpeč-
nostńıch nevýhod radioizotop̊u. Obecně však nemaj́ı takovou senzitivitu [33].
Enzymová imunoanalýza
Zde se jako značka využ́ıvá enzym. Nejv́ıce aplikovanými enzymy jsou křenová
peroxidáza, β-galaktozidáza, alkalická fosfatáza, glukóza-6-fosfát dehydrogenáza, acet-
lycholinesteráza a daľśı [29, 40]. Tyto značky jsou nejčastěji měřeny spektroskopíı
ve VIS nebo UV oblasti. V některých př́ıpadech lze kvalitativńı stanoveńı provést
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pouhým okem. V procesu EIA (Enzymová Imunoanalýza) molekuly enzymů kon-
juguj́ı se sekundárńımi protilátkami, které se váž́ı na primárńı komplex antigen
– protilátka. Po přidáńı vhodného substrátu enzym katalyzuje tvorbu konečného
barevného produktu, který může být vizualizován a kvantifikován. Na produktu
konečné enzymatické reakce je závislé měřeńı signálu [30].
Většina komerčně dostupných EIA systémů vyžaduje separaci imunokomplex̊u
[29]. Př́ıkladem je ELISA (Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay), heterogenńı imu-
noanalýza, která je velice obĺıbená a nenáročná na použ́ıvanou techniku. Je dostupná
jak v kompetitivńım, tak v sendvičovém uspořádáńı. Separace je dosaženo vazbou
antigenu nebo zachyceńım protilátky na pevném nosiči jako je polystyrenová mik-
rotitračńı destička, latexové či magnetické kuličky [29].
Prvńı homogenńı imunoanalýzou byla metodika EMIT ( Enzyme Multiplied Im-
munoassay Technique) [33]. Slouž́ı hlavně ke stanoveńı lék̊u v krvi či drog v moči
[29, 40]. Princip je založen na kompetici léku ze vzorku s lékem, který je značený
glukóza-6-fosfátdehydrogenázou o vazbu na protilátku [30]. Navázáńım na protilátku
dojde k poklesu aktivity enzymu. Spektrofotometrická detekce je umožněna přecho-
dem NAD+ na NADH, za který je zodpovědný aktivńı enzym. Výhodou homo-
genńıch EIA je jejich vysoká rychlost a také velké množstv́ı komerčně dostupných
test̊u. Nevýhodou pak nižš́ı citlivost a vyšš́ı cena př́ıstrojového vybaveńı a provozńıch
náklad̊u [40].
Fluorescenčńı imunoanalýza
Fluoroimunoanalýza je založena na měřeńı fluorescence. Ke značeńı se zde pou-
ž́ıvaj́ı fluorescenčńı barviva – fluorofory. Ty mohou být vizualizovány fluorescenčńım
mikroskopem, fluorometrem či pr̊utokovým cytometrem [29]. Nejběžněji použ́ıvaným
fluoroforem je fluorescein. Citlivost této metody je srovnatelná s metodou EIA [34].
Zásadńı př́ınos pro měřeńı fluorescence přinesl systém DELFIA (Dissociation-
enhanced Lanthanide Fluoroimmunoassay). Protilátky jsou zde značeny lanthani-
dovými cheláty, jako je europium, samarium, terbium či thulium s velice dlouhou
fluorescenćı [41]. Tento systém umožňuje v reakčńı směsi detekovat koncentrace až
10 – 17 mol/l. Uvolněńım iont̊u do prostřed́ı dojde k ześıleńı fluorescence, jej́ıž
životnost je mnohonásobně deľśı než u běžné fluorescence [30]. Toho se využ́ıvá
k měřeńı.
Fluorescenčńı imunoanalýza zahrnuje jak heterogenńı, tak homogenńı uspořádáńı.
Heterogenńı je založené na vazbě značeného antigenu a vzorku séra na polyakry-
lamidové kuličky, na nichž je navázaná specifická protilátka, a následném měřeńı
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fluorescence. TRACE (Time resolved Amplified Cryptate Emission) je př́ıkladem
nejpokročileǰśı technologie homogenńı imunoanalýzy. Typickými fluorescenčńımi in-
dikátory jsou zde kryptáty vzácných zemin [42]. Jsou to indikátory s velice dlou-
hou fluorescenćı, č́ımž je umožněno použ́ıt časově modulované detekce fluorescence.
Kryptáty jsou tvořeny iontem Eu3+ obsaženým v intramolekulárńı dutině makro-
polycyklického ligandu, který obsahuje bypiridinové absorpčńı skupiny. Kryptáty
slouž́ı ke značeńı antigen̊u nebo protilátek, vždy podle typu stanoveńı. Druhá pro-
tilátka je značena fluoroforem – akceptorem, nejčastěji alofykocyaninem. Po inkubaci
je možné imunokomplex excitovat světlem vlnové délky 337 nm. Ześılená energie je
přenesena z kryptátu, tedy donoru na fluofor, a je detekována při 665 nm jako časově
prodloužený signál [30, 42]. Akceptor nevázaný v imunokomplexu neńı excitován a
t́ım tedy nedocháźı k interferenci měřeńı. Jedná se o velice přesnou metodu, jej́ıž
výsledky maj́ı vysokou reprodukovatelnost v čase i v sérii.
Luminiscenčńı imunoanalýza
Imunoanalytické metody založené na chemiluminiscenci maj́ı podstatně vyšš́ı
citlivost a dynamický rozsah oproti jiným neradioaktivńım metodám [43]. Efektivńı
emise světla s ńızkým pozad́ım je spojena s vysokou citlivost́ı a širokým rozsahem
detektoru (fotonásobiče).
Antigeny nebo protilátky jsou zde značeny luminofory, jejichž rozpadem v alka-
lickém prostřed́ı v d̊usledku p̊usobeńı peroxidu vod́ıku docháźı k uvolněńı světelného
kvanta. Typickým chemiluminoforem je zde akridinový ester [43]. Je velice stabilńı
a v biologických materiálech neinterferuje. Jinými značkami jsou např́ıklad lumi-
nol, isoluminol a jeho deriváty. Chemiluminiscenčńı imunoanalýza se stala velice
populárńı v klinických laboratoř́ıch, kde jsou analyzována velká množstv́ı vzork̊u.
Právě k jejich stanoveńı se využ́ıvaj́ı velké analyzátory s chemiluminiscenčńı detekćı.
Tyto samostatné jednotky zahrnuj́ı dávkováńı vzork̊u a reagencíı, inkubaci, detekci
a automaticky vyhodnocuj́ı výsledky [30,33]. Jedná se o uzavřený analytický systém,
který je určený k neustálému provozu. Oproti metodám RIA či ELISA, které jsou
vyv́ıjeny velice rychle, je pro firmy uvedeńı analyzátoru na trh velice časově a fi-
nančně náročné. I když je cena vyšetřeńı na analyzátoru vyšš́ı, vyváž́ı se nižš́ımi
náklady na opakované kalibrace.
Multiplexová imunoanalýza
Multiplexová imunoanalýza je moderńı analytický postup umožňuj́ıćı stanoveńı
hladin mnoha r̊uzných protein̊u v jednom vzorku o objemu řádu deśıtek mikro-
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litr̊u [30]. Základem je vazba antigenu na značenou protilátku na povrchu barevně
značených kuliček nebo je možné použ́ıt mikrotitračńı destičky, kde jsou v jamkách
imobilizovány značené protilátky.
Tradičńı metodika ELISA je použ́ıvána ve vědě, výzkumu a k diagnostice nej-
r̊uzněǰśıch chorob několik let. Multiplexńı nebo také Mozaic ELISA nab́ıźı stejnou
spolehlivost a citlivost a dovoluje testováńı v́ıce analyt̊u v jednom pacientském
vzorku současně [44]. T́ım se minimalizuj́ı náklady, čas i použ́ıvaný objem vzorku.
Současně lze měřit až 25 odlǐsných analyt̊u v každé jamce 96-jamkové destičky
[30, 34, 44]. To je umožněno d́ıky navázaným protilátkám v každé jamce. Po na-
pipetováńı standard̊u a vzork̊u do jamek se na tyto imobilizované protilátky váž́ı
sledované analyty. Ve všech jamkách je obsažen referenčńı bod, d́ıky němuž jsou
vizualizovány silně pozitivńı jamky [30]. Mosaic ELISA částečně přijala charak-
ter luminiscenčńıho/chemiluminiscenčńıho systému, nebot’ enzymatické značky jsou
v tomto př́ıpadě chemicky nekompatibilńı pro simultánńı analýzu několika lokali-
zovaných ćıl̊u [44]. K detekci navázaných analyt̊u se použ́ıvá směs biotinylovaných
detekčńıch protilátek a Streptavidin-HRP [30]. Chemiluminiscenčńı značka uvolňuje
světelný signál. Ten odpov́ıdá množstv́ı navázaného analytu. Každé mı́sto v jamce




3.1.1 Princip stanoveńı kortizolu
Sérový i slinný kortizol se stanovuje kompetitivńı imunoanalýzou, která využ́ıvá
př́ımou chemiluminiscenčńı technologii. Analýza biologického materiálu prob́ıhá na
analyzátoru ADVIA: Centaur od firmy Siemens. Kortizol ze vzorku soutěž́ı s kortizo-
lem, který je značený akridinovým esterem o vazbu na polyklonálńı králič́ı protilátku
proti kortizolu, která je kovalentně vázána na paramagnetické částice. Vzniklé kom-
plexy antigen (kortizol ze vzorku nebo kortizol značený)- protilátka se po inkubaci
separuj́ı magneticky. V alkalickém prostřed́ı docháźı p̊usobeńım H2O2 k rozpadu
akridinového esteru a vzniká chemiluminiscenčńı signál, který je detekován. Mezi
množstv́ım kortizolu př́ıtomným ve vzorku od pacienta a množstv́ım relativńıch
světelných jednotek (RLU) detekovaných systémem existuje nepř́ımá úměra.
Reagencie
Tento analyzátor využ́ıvá ke stanoveńı vlastńı reagencie soupravy Centaur Cor-
tisol. Reagencie jsou v kazetách se dvěma typy roztok̊u:
a) Reagencie Lite – kortizol označený akridinovým esterem v pufrovaném fyziolo-
gickém roztoku se salicylátem sodným, 0,1% azidem sodným a konzervačńımi
látkami; (2,5 ml).
b) Solid Phase – králič́ı protilátka proti kortizolu vázaná na monoklonálńı myš́ı an-
tikrálič́ı IgG protilátku kovalentně vázaná na paramagnetické částice v pufru a
0,1% azidem sodným a konzervačńımi látkami Stabilita do uplynut́ı data exspi-
race nebo 28 dńı po prvńım použit́ı ve stroji
c) Multi Diluent 3 – řed́ıćı roztok s lidskou plazmou a azidem sodným 0,1%; (5 ml).
Všechny reagencie jsou připravené k okamžitému použit́ı.
Reagencie nutné k provedeńı analýzy, které již nejsou součást́ı diagnostické soupravy
Centaur Cortisol:
• Kalibrátor E – lyofilizovaný kalibrátor, který se rozpoušt́ı v 5 ml redestilované
vody. Je určený k ověřeńı správnosti kalibračńı křivky, která je přiložena ke
každé soupravě ke stanoveńı kortizolu. Kalibrace se provád́ı minimálně každých
28 dńı a vždy při změně šarže reagencíı;
34
a) Low kalibrátor – nižš́ı hladina
b) High kalibrátor – vyšš́ı hladina
Do použit́ı se skladuje při 2 – 8 ◦C. Stabilita do exspirace nebo 28 dńı po
rekonstrukci. V analyzátoru je stabilita 4 hodiny.
• ADVIA: Centaur Acid/base – Pomocné roztoky pro chemiluminiscenčńı
detekci.
a) Acid obsahuje peroxid vod́ıku a malé množstv́ı kyseliny dusičné
b) Base obsahuje roztok hydroxidu sodného s detergentem
Stabilita do exspirace.
Př́ıstroj
Stanoveńı sérového a slinného kortizolu bylo provedeno na analyzátoru ADVI-
A:Centaur firmy Siemens (Obr. 3.1). Systém měřeńı je založený na detekci chemilu-
miniscence. Analyzátor představuje uzavřenou jednotku, která samostatně dávkuje
vzorky i reagencie, má vlastńı inkubačńı systém, detekci a automaticky vyhodno-
cuje výsledky. Reagencie uložené uvnitř maj́ı vlastńı chlazený prostor. Analyzátor
je uzp̊usobený k nepřetržitému provozu. Stanoveńı kortizolu: Pro jedno stanoveńı
pipetuje analyzátor 20 µl vzorku, mrtvý objem je minimálně daľśıch 100 µl. Do re-
agenčńı kyvety se dále přidá 50 µl Lite Reagent a 250 µl reagencie s monoklonálńı
protilátkou vázanou na paramagnetické částice. Poté prob́ıhá inkubace po dobu 5
minut při 37 ◦C. Daľśım krokem je separace komplexu, odsát́ı veškeré kapaliny, pro-
myt́ı a daľśı odsát́ı. Před konečnou detekčńı reakćı se přidá peroxid vod́ıku a př́ımo
v luminometru se přidává roztok hydroxidu sodného. T́ım dojde k rozpadu akridi-
nového esteru a vyzářeńı světelného kvanta. Velikost světelného signálu je nepř́ımo
úměrná p̊uvodńı koncentraci kortizolu ve vzorku, která je odečtena z uložené ka-
libračńı křivky v softwaru analyzátoru.
3.1.2 Princip stanoveńı CBG
Kvantitativńı stanoveńı CBG se provád́ı za použit́ı kompetitivńı radioimunoa-
nalýzy. CBG ze vzorku soutěž́ı s CBG značeným 125I o vazbu na myš́ı anti-CBG
protilátku, která je imobilizovaná na stěně polystyrenové zkumavky. Po inkubaci
vzorku při pokojové teplotě následuje krok ukončuj́ıćı kompetitivńı reakci – odsát́ı
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Obrázek 3.1: Analyzátor ADVIA: Centaur [45].
reakčńı směsi. Po promyt́ı pracovńım roztokem se obsah zkumavek opět odsaje.
Radioaktivita je měřena na gama č́ıtači. Koncentrace CBG ve vzorku je zjǐstěna
z kalibračńı závislosti, kde mezi množstv́ım radioaktivity a koncentraćı vazebného
proteinu ve vzorku plat́ı nepř́ımá úměra.
Reagencie
Stanoveńı koncentrace CBG bylo provedeno pomoćı komerčńı soupravy od firmy
DRG Diagnostics, DE, která zahrnuje následuj́ıćı materiály a reagencie:
• Zkumavky – polystyrenové zkumavky s navázanými koźımi anti myš́ımi pro-
tilátkami připravené k okamžitému použit́ı; (2x48).
• Ag 125J – 125I značený tracer CBG ve fosfátovém pufru s BSA (hověźı sérový
albumin) a s 0,1% azidem sodným připravený k okamžitému použit́ı; (10,5 ml,
89 kBq).
• Cal 0 – Lahvička lyofilizovaného kalibrátoru ve fosfátovém pufru s BSA a
0,1% azidem sodným, který se rozpoušt́ı ve 3 ml redestilované vody. Slouž́ı
jako blank; (1x).
• Cal N – Lahvičky lyofilizovaných kalibrátor̊u ve fosfátovém pufru s BSA a
0,1% azidem sodným, který se rozpoušt́ı v 1 ml redestilované vody. Použ́ıvaj́ı
se jako standardy ke kalibraci CBG; (6x).
• Antiserum – CBG antiserum ve fosfátovém pufru s BSA a 0,1% azidem
sodným připravené k okamžitému použit́ı; (10,5 ml).
• DIL BUF – fosfátový pufr s BSA a 0,1% azidem sodným určený k ředěńı
vzork̊u, připravený k okamžitému použit́ı; (110 ml).
• Wash Solution – Promývaćı roztok Tris HCl, který se řed́ı 70x s redestilova-
nou vodou; (10 ml).
36
• Control – Lyofilizované kontrolńı vzorky fosfátového pufru s lidským sérem,
BSA a 0,1% azidem sodným, které se rozpoušt́ı v 0,5 ml redestilované vody;
(2x).
Do použit́ı se skladuje při 2 – 8 ◦C.
Stabilita do exspirace nebo 7 dńı po prvńım otevřeńı reagencíı. Rozpuštěné ka-
librátory se pro daľśı použit́ı alikvotuj́ı a skladuj́ı do data exspirace v alikvotech při
teplotě minimálně -20 ◦C.
Stanoveńı
Ke stanoveńı bylo použito 63 vzork̊u séra. Stanoveńı bylo provedeno jedenkrát.
Do př́ıslušných zkumavek potažených specifickou protilátkou byly napipetovány re-
agencie podle Tab. 3.1. Obsah všech zkumavek byl promı́chán na vortexu. Poté byly
všechny zkumavky inkubovány po dobu 2 hodin za stálého třepáńı, 400 rpm (otáčky
za minutu) při pokojové teplotě (18 – 25 ◦C). Po ukončeńı inkubace došlo k odsát́ı
obsahu každé zkumavky kromě zkumavek TI ,TII . Zkumavky s označeńım TI , TII
slouž́ı k proměřeńı celkové, tedy totálńı aktivity. Prázdné zkumavky s navázaným
komplexem na stěně byly propláchnuty 2 ml promývaćıho roztoku, aby došlo k od-
straněńı nenavázané značené protilátky. Poté se supernatant opět odsál. I v tomto
př́ıpadě nedošlo k promyt́ı zkumavek TI , TII . Nakonec došlo k proměřeńı všech
zkumavek na gama č́ıtači po dobu 60 sekund. Následovalo odečteńı koncentraćı
z kalibračńı křivky, která je součást́ı každé série vyšetřeńı a je tvořena kalibrátorem
0, kalibrátory 1 – 6 a kontrolńımi vzorky o známé koncentraci.
Př́ıstroj
Pro stanoveńı CBG v séru byl použit gama č́ıtač od firmy BERTHOLD Multi-
Crystal Gamma Counter LB – 2111 (Obr. 3.2). Kompaktńı, robustńı, snadno použi-
telný gama č́ıtač, který slouž́ı k detekci radionuklidu jodu 125I. Je schopen pracovat
bud’ v samostatném režimu, nebo může být připojen k poč́ıtači. Je tvořen 12 detek-
tory, které jsou tvořeny krystalem NaI. Krystal absorbuje gama zářeńı a umožnuje
výbornou geometrii měřeńı umı́stěných zkumavek se vzorkem. Energetický rozsah
krystalu je do 500 keV a jsou vhodné pro běžné izotopy jako je 125I, 57Co, 59Fe,
51Cr and 99Tc. Olověné, 12mm st́ıněńı zabraňuje rušeńı měřeńı jednotlivých vzork̊u.
Součást́ı je 12 stojan̊u, do kterých je možné naskládat vzorky a současně je měřit.
37
Tabulka 3.1: Př́ıslušné objemy pipetované do zkumavek.
Legenda: Do 63 potahovaných zkumavek bylo napipetováno 50 µl séra a 1,2 µl fosfátového pufru. Dvě zkumavky
byly označeny jako K I a K II, do kterých bylo napipetováno 100 µl roztoku kontroly. 100 µl př́ıslušného ka-
librátoru bylo postupně napipetováno do zkumavek Kal 1 – 6 a 100 µl kalibrátoru 0 bylo napipetováno do zkumavek
s označeńım Kal 0. Do všech těchto zkumavek bylo následně přidáno 100 µl traceru a antiséra. Dvě zkumavky,







Pufr [µl] Tracer [µl] Antisérum
[µl]
Vz. 1 – 63 50 1,2 100 100
K I – II 100 100 100
Kal 1 – 6 100 100 100
Kal 0 100 100 100
TI , TII 100
Obrázek 3.2: Berthold Multi-Crystal Gamma counter LB - 2111 [46]
Spotřebńı materiál a laboratorńı vybaveńı potřebné k provedeńı analytického
postupu:
• Destilovaná voda
• Pipety s nastavitelným objemem a špičky na jedno použit́ı
• Stojánek na zkumavky
• Vortex
• Třepačka (400 rpm)
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• Odsávaćı systém
3.1.3 Princip stanoveńı reninu
Kvantitativńı stanoveńı hladiny (hmotnostńı koncentrace) aktivńı formy reninu
v plazmě in vitro prostřednictv́ım metody IRMA. V soupravě jsou použity myš́ı
monoklonálńı protilátky proti dvěma epitop̊um molekuly reninu. Jedná se o pro-
tilátky s vysokou aviditou, specificitou a komplementaritou. Prvńı monoklonálńı
protilátka je ukotvena na stěnu polystyrenové zkumavky a rozpoznává jak aktivńı,
tak neaktivńı formu reninu. Druhá monoklonálńı protilátka je značena jodem 125I a
rozpoznává jen aktivńı formu reninu. Vázaná aktivita 125I se měř́ı na gama poč́ıtači
1 min. Koncentrace reninu ve vzorćıch je př́ımo úměrná změřené radioaktivitě a
źıská se interpolaćı z kalibračńı křivky pěti kalibrátor̊u.
Reagencie
Stanoveńı koncentrace reninu bylo provedeno pomoćı komerčńı soupravy firmy
Cisbio,FR, která obsahuje následuj́ıćı materiály a reagencie:
• Zkumavky – Na stěnách zkumavek jsou navázané myš́ı monoklonálńı pro-
tilátky proti reninu připravené k okamžitému použit́ı; (2x50).
• Anti-Renin 125I – Myš́ı monoklonálńı renin protilátka značená 125I v pufru
Tris (pH = 7,9), obsahuj́ıćı koňské sérum a 0,1% azid sodný, připravená
k okamžitému použit́ı; (11 ml, 360 kBq).
• Cal 0 – Neboli blank obsahuje fosfátový pufr (pH = 7,4), kasein, barvivo a
0,1% azid sodný připravený k okamžitému použit́ı; (7 ml).
• Cal N – Lahvičky lyofilizovaných kalibrátor̊u připravené ke kalibraci reninu.
Sada standard̊u obsahuj́ıćı aktivńı renin ředěný S0 obsahuj́ıćı 0,1% azid sodný.
Před použit́ım se muśı zředit 3 ml redestilované vody. Po úplném zředěńı muśı
být kalibrátor homogenizován; (3 ml, 5x).
• Control – Lyofilizované kontrolńı vzorky určené ke kontrole měřených vzork̊u
séra. Obsahuje lidskou plazmu s 0,1% azidem sodným. Před použit́ım je nutné
vzorky kontrol zředit 2 ml redestilované vody; (2 ml).
• Wash solution – Promývaćı roztok imidazolového pufru (pH = 7,4) s obsa-
hem polysorbátu 20 a azidu sodného 0,1% připravený k rozpuštěńı v 975 ml
redestilované vody. Před použit́ım je nutné roztok promı́chat; (25 ml).
39
Do použit́ı se skladuje při 2 – 8 ◦C.
Rozpuštěné kalibrátory pro daľśı použit́ı alikvotujeme a skladujeme do data exspi-
race v alikvotech při teplotě minimálně -20 ◦C.
Stanoveńı
Ke stanoveńı bylo použito 54 plazmatických vzork̊u. Stanoveńı bylo provedeno
jen jedenkrát. Do př́ıslušných zkumavek potažených specifickou protilátkou byly
napipetovány reagencie podle Tab. 3.2. Zkumavky s připravenými reagenciemi byly
promı́chány na vortexu. Následná inkubace prob́ıhala 3 hodiny za současného třepáńı
při pokojové teplotě (18 – 25 ◦C). Po odsát́ı radioaktivńıho supernatantu byly zku-
mavky propláchnuty 2 ml promývaćıho roztoku a poté se obsah zkumavek opět odsál.
Obsah zkumavek TI a TII se neodsával, ani neproplachoval, nebot’ slouž́ı k naměřeńı
celkové aktivity. Měřeńı radioaktivity prob́ıhalo na gama č́ıtači po dobu 1 minuty.
Koncentrace reninu ve vzorćıch je př́ımo úměrná změřené radioaktivitě a źıská se
interpolaćı z kalibračńı křivky pěti kalibrátor̊u.
Tabulka 3.2: Př́ıslušné objemy pipetované do zkumavek.
Legenda: Do 54 zkumavek potažených monoklonálńı myš́ı protilátkou bylo postupně napipetováno 300 µl vzorku
plazmy. Do daľśıch dvou zkumavek s označeńım K I a K II bylo napipetováno 300 µl př́ıslušného roztoku kontroly a
stejné množstv́ı kalibrátoru 0 bylo napipetováno do zkumavek s označeńım Kal 0. Do šesti zkumavek s označeńım
Kal 1 – Kal 5 byly napipetovány kalibračńı roztoky v množstv́ı 300 µl. Do každé z těchto zkumavek pak bylo přidáno








Vz. 1 – 54 300 100
K I – II 300 100
Kal 0 300 100
Kal 1 – 5 300 100
TI , TII 100
3.1.4 Princip stanoveńı aldosteronu
Př́ımé kvantitativńı stanoveńı aldosteronu in vitro metodou RIA. Princip me-
tody je založen na soutěži aldosteronu ze vzorku biologického materiálu (plazmy)
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s aldosteronem značeným 125I o omezený počet vazebných mı́st specifické protilátky.
Reakce prob́ıhá ve zkumavkách potažených protilátkou proti aldosteronu. Radioak-
tivita 125I se poté měř́ı na gama-č́ıtači 1 min. Z kalibračńı křivky se odeč́ıtaj́ı koncen-
trace aldosteronu ve vzorćıch. Mezi naměřenou aktivitou a koncentraćı aldosteronu
plat́ı nepř́ımá úměra.
Reagencie
Stanoveńı koncentrace aldosteronu bylo provedeno pomoćı komerčńı soupravy
firmy BeckmanCoulter, která obsahovala následuj́ıćı materiály a reagencie:
• Zkumavky – potažené protilátkou proti aldosteronu připravené k okamžitému
použit́ı; (2x50).
• Anti-Aldosteron 125I – Lyofilizovaný jodovaný aldosteron v pufru, obsahuje
lidské sérum a barviva; (55 ml).
• Cal 0 – Obsahuje lyofilizovaný aldosteron v lidském séru s 0,1% azidem
sodným.
• Cal N – Lyofilizované standardy aldosteronu v lidském séru s 0,1% azidem
sodným, celkem 5 hladin.
• Control – Lyofilizát aldosteronu v lidském séru s 0,1% azidem sodným.
Do použit́ı se skladuje při 2 – 8 ◦C.
Stabilita do exspirace nebo 10 dńı po prvńım otevřeńı.
Stanoveńı
Ke stanoveńı bylo použito 50 vzork̊u sér. Stanoveńı bylo provedeno jedenkrát.
Do př́ıslušných zkumavek potažených specifickou protilátkou byly napipetovány re-
agencie podle Tab. 3.3. Po napipetováńı reagencíı do zkumavek byly promı́chány
jejich obsahy na vortexu. Neznámé vzorky, kontrolńı vzorky a kalibrátory se spolu
s 125I – aldosteronem inkubovaly ve zkumavkách za stálého třepáńı (350 rpm) a při
pokojové teplotě (18 – 25 ◦C). Po inkubaci se obsahy zkumavek odsály a navázaná
aktivita byla měřena gama č́ıtačem po dobu 1 minuty. Celkový počet impulz̊u byl
stanoven z obsahu zkumavek označených TI a TII . Po sestrojeńı kalibračńı křivky
z ńı byly odečteny koncentrace aldosteronu v neznámých vzorćıch.
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Tabulka 3.3: Př́ıslušné objemy pipetované do zkumavek.
Legenda: Do 50 zkumavek potažených specifickou protilátkou bylo postupně napipetováno 50 µl vzorku séra. Do
dvou zkumavek označených K I a K II bylo napipetováno 50 µl roztoku kontrol. Kalibrátory byly napipetovány do
př́ıslušných zkumavek s označeńım Kal 0 a Kal 1 – 6 po 50 µl. Do všech zkumavek bylo napipetováno 500 µl traceru.







Vz. 1 – 50 50 500
K I – II 50 500
Kal 0 50 500
Kal 1 – 5 50 500
TI , TII 500
Př́ıstroj
Pro stanoveńı reninu a aldosteronu v plazmě byl použit analyzátor STRATEC
SR 300 od firmy Stratec (Obr. 3.3). Plně automatizovaný př́ıstroj založený na měřeńı
radioaktivity v př́ıslušném vzorku. Analyzátor obsahuje vlastńı pipetovaćı jednotku,
inkubátor, promývaćı a měř́ıćı systém. Umožňuje měřeńı až 180 vzork̊u za hodinu a
výsledky jsou k dispozici již po pěti minutách od ukončeńı inkubace. Měř́ıćı systém
se skládá z pěti samostatných detektor̊u a zahrnuje integrovaný poč́ıtač s vlastńım
operačńım systémem pro výpočet koncentraćı vzork̊u.
Obrázek 3.3: Stratec Sr 300 [47]
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3.1.5 Stanoveńı ACTH
Stanoveńı ACTH v séru bylo provedeno v laboratoři endokrinologie a metabo-
lismu (ÚLBLD VFN 1. LF UK).
3.1.6 Provedeńı zátěžových test̊u
Veškeré zátěžové testy byly provedeny odborným lékařským personálem na en-
dokrinologickém odděleńı III. interńı kliniky VFN a 1. LF UK v Praze na Karlově
náměst́ı. Inzulinový test byl prováděn ve stacionárńıch podmı́nkách u 58 proband̊u.
Po celou dobu testu byla zajǐstěna pr̊uběžná kontrola a veden ṕısemný protokol
o pr̊uběhu. V předvečer testu z̊ustal pacient na lačno, byla mu dovolena jen voda
na pit́ı. Inzulinový test byl prováděn v ranńıch hodinách, kdy byla nejprve stano-
vena bazálńı hladina sérového kortizolu (0. minuta). Poté byla pacientovi podána
intravenózně injekce bolusu humánńıho inzulinu v množstv́ı vztaženém na kilogram
tělesné váhy. Daľśı odběry krve následovaly po 20, 30, 40, 60, 90 a 120 minutách.
U každého z pacient̊u byl zaznamenán věk a index tělesné hmotnosti (BMI). V těchto
vzorćıch krve byl stanoven kortizol a ACTH. Pokud to bylo možné, byly dobro-
volńık̊um zároveň s krv́ı odeb́ırány i sliny.
Stejnému souboru kontrolńıch zdravých osob, kterému byla vyvolána extrémńı
hypoglykémie v d̊usledku ITT, byly provedeny i dynamické synacthenové testy –
LDST, MDST a HDST. Pacient musel být vždy na lačno a ženy musely před testy
vysadit HAK.
Každý test byl prováděn v jiný den. Před začátkem př́ıslušného testu byla vždy
pacientovi zavedena kanyla do ž́ıly. Prvńı odběr krve byl proveden po p̊ul hodině
ležeńı v klidu. Aby se vyloučil stres, což je hlavně d̊uležité u kortizolu, byly všechny
bazálńı odběry provedeny najednou. Tedy odběr pro zjǐstěńı bazálńı hladiny korti-
zolu, CBG, aldosteronu i reninu.
Při provedeńı LDST se pacientovi podala intravenózně vleže dávka 1µg synte-
tického ACTH1−24. K odběru krve poté došlo po 20., 30., 40. a 60. minutě. Dále
byl prováděn MDST (Medium-dose Short Synacthen Test). Pacientovi byla vleže
injikována ampule 10 µg synacthenu. Následovaly odběry krve po 30, 60 a 90 mi-
nutách po injekci. Během HDST se intravenózně do ž́ıly aplikovala dávka 250 µg
syntetického ACTH1−24. Krev byla odebrána ve 30., 60. a 90. minutě po injekci.
Pokud to bylo možné, s odběrem krve prob́ıhal vždy i odběr slinného vzorku, ve
kterém byla stanovena hladina kortizolu v př́ıslušných minutách.
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3.2 Analytické parametry použitých metod
Každá metoda je definována několika analytickými parametry, které slouž́ı k vy-
hodnoceńı správnosti a vhodnosti takového stanoveńı.
• Opakovatelnost
Preciznost měřeńı ze souboru podmı́nek opakovatelnosti měřeńı.
Podmı́nka opakovatelnosti měřeńı zahrnuje stejný postup měřeńı, stejný ob-
služný personál, stejný měřićı systém, stejné pracovńı podmı́nky a stejné mı́sto,
a opakováńı měřeńı na stejném objektu v krátkém časovém úseku. Opakova-
telnost je vlastnost metody, nikoli výsledku [48].
• Mezilehlá preciznost
Preciznost měřeńı za souboru podmı́nek mezilehlé preciznosti měřeńı.
Podmı́nka mezilehlé preciznosti měřeńı zahrnuje stejný postup měřeńı, stejné
mı́sto a opakováńı měřeńı na stejném nebo podobných objektech v rozš́ı̌reném
časovém úseku [48].
• Zpětná výtěžnost (Recovery)
Výtěžnost je pod́ıl rozd́ılu mezi údaji měřićıho systému při měřeńı vzorku se
známým množstv́ım přidaného analytu nebo složky a vzorku bez př́ıdavku a
přidaného množstv́ı [48].
• Nejistota
Nejistota je parametr přidružený ke každému výsledku měřeńı, který vyjadřuje
jak omezené, tak praktické omezené možnosti procesu měřeńı. Absolutně přesný
výsledek měřeńı neexistuje. Př́ıtomnost nejistoty u imunoanalytické metody
znamená, že výsledek měřeńı neńı pouze jedna hodnota, ale interval hodnot.
Tedy oblast, ve které se výsledek měřeńı nacháźı s určitou pravděpodobnost́ı.
Odhad nejistoty měřeńı lze vyjádřit jako variačńı koeficient souboru dlouho-
dobého sledováńı jedné hladiny analytu.
3.2.1 Analytické parametry stanoveńı kortizolu
Stanoveńı kortizolu je akreditovaná metoda podle ISO 15189. Každý rok je
prováděna verifikace metody, aby se ověřila jej́ı vhodnost pro daľśı použit́ı v př́ıslušné
laboratoři (viz Př́ıloha A).
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Nejistota stanoveńı kortizolu byla stanovena laboratoř́ı ÚLBLD VFN 1. LF UK.
Pro všechny hladiny kortizolu je standardńı nejistota menš́ı než 9,5 %.
Daľśı parametry byly stanoveny výrobcem a jsou součást́ı př́ıbalového
letáku.
• Specifita
Stanoveńı ADVIA Centaur CP Cortisol je vysoce specifické pro kortizol. (Zkř́ı-
žená reaktivita strukturně podobných sloučenin a lék̊u byla stanovena stan-
dardńım př́ıdavkem každé látky do vzorku lidského séra do konečné hladiny
27,590 nmol/l).
• Citlivost a rozsah metody
Stanoveni ADVIA Centaur CP Cortisol měř́ı kortizol v séru do koncentrace
2069 nmol/l s meźı detekce (analytická citlivost) 5,5 nmol/l. Analytická cit-
livost je definována jako koncentrace kortizolu, která je o dvojnásobek stan-
dardńı odchylky nižš́ı než středńı hodnota RLU 20 replikát̊u nulového stan-
dardu pro kortizol.
• Linerita
Pět vzork̊u lidských sér v rozsahu od 1468,0 do 1956,0 nmol/l kortizolu bylo
zředěno 1:2, 1:4, 1:8, 1:16 Multi-Diluentem 3 a měřeno na linearitu a paralel-
nost. Odezva byla v rozsahu 94,2 % do 110,2 % s pr̊uměrem 102,6 %.
• Zpětná výtěžnost
Do sedmi vzork̊u s kortizolem s přirozenou hladinou od 130,2 do 266,0 nmol/l
bylo přidáno r̊uzné množstv́ı kortizolu. Odezva byla v rozsahu 84,8 % do
113,0 % s pr̊uměrem 99,4 %.
• Přesnost
Tři vzorky byly čtyřikrát proměřeny ve 20 stanoveńıch na 2 analyzátorech
(n=160 pro každý vzorek) po dobu 10 dńı.
• Standardizace
Stanoveńı ADVIA Centaur Cortisol je analyticky standardizováno s použit́ım
vnitřńıho standardu a ověřeno plynovou chromatografíı s hmotnostńı spek-
troskopíı (GC-MS). Hodnoty kalibrátoru maj́ı návaznost na tuto standardi-
zaci.
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3.2.2 Analytické parametry stanoveńı aldosteronu
Metoda stanoveńı aldosteronu je akreditována podle normy ISO 15 189/2013
a každý rok je provedena verifikace metody, aby se ověřila jej́ı vhodnost pro daľśı
použit́ı v př́ıslušné laboratoři. Standardńı nejistota měřeńı aldosteronu metodou RIA
byla stanovena na méně než 15 % [49]. Nejistota měřeńı byla stanovena ÚLBLD VFN
1. LF UK na Karlově náměst́ı.
Daľśı parametry stanoveńı aldosteronu byly stanoveny výrobcem a jsou
součást́ı př́ıbalového letáku.
• Citlivost
Analytická citlivost byla stanovena na 1,44 pg/ml. Funkčńı citlivost byla sta-
novena na 6,98 pg/ml.
• Specifita
Protilátka použ́ıvaná v tomto měřeńı je vysoce specifická pro aldosteron. Proti
ostatńım přirozeně vyskytuj́ıćım se steroid̊um byly zjǐstěny extrémně ńızké
zkř́ıžené reakce.
• Opakovatelnost
Vzorky byly 25x proměřeny ve stejné sérii. Variačńı koeficient byl stanoven
na 12,6 %.
• Mezilehlá preciznost
Vzorky byly 10x proměřeny v dubletu. Variačńı koeficient byl stanoven
na 17,2 %.
• Dilučńı test
Vysoce koncentrované sérové vzorky byly sériově rozpuštěny v diluentu pro
sérum. Výtěžnost byla stanovena mezi 94,7 % -– 117 %.
• Měř́ıćı rozsah metody
1,44 -– 2000 pg/ml.
3.2.3 Analytické parametry stanoveńı reninu
Ke stanoveńı reninu byla použita metoda IRMA. Metoda stanoveńı reninu neńı
akreditovaná metoda. U této metody nebyla nejistota stanovena [49]. Daľśı informace




Analyzovaným materiálem byla krev a sliny. Na odběru krve se pod́ılelo 66 dob-
rovolńık̊u ve věkovém rozmeźı 19 – 68 let. Každému z nich bylo odebráno 10 ml
krve. Žen se zúčastnilo 33 a muži byli zastoupeni také počtem 33. Vzorky krve byly
zpracovány podle běžných laboratorńıch postup̊u. Koncentrace kortizolu a CBG
byly měřeny v séru. Hladiny aldosteronu a reninu byly stanoveny v plazmě. Vzorek
slin poskytlo pouze 35 dobrovolńık̊u z celkového počtu dobrovolńık̊u, kteř́ı darovali
vzorek krve. Pro jedno stanoveńı je obvyklý objem 20 µ l vzorku slin. Pro správné
pipetováńı analyzátoru je však nutný mrtvý objem - alespoň 150 µl.
3.3.2 Postup odběru vzorku
Odběr vzork̊u krve byl proveden odborným zdravotnickým personálem VFN 1.
LF UK na Karlově náměst́ı. Plazma byla źıskána z plné nesrážlivé krve. Ta byla
odeb́ırána do zkumavek potažených EDTA, aby se zabránilo hemokoagulaci. Za
laboratorńı teploty byly zkumavky odstředěny, aby se oddělila plazma a EDTA.
K źıskáńı séra byly použity zkumavky se separačńım gelem. Vytvořená sraženina
byla separována (odstraněna) centrifugaćı. Jelikož nebyla většina vzork̊u analy-
zována v pr̊uběhu 48 hodin po odběru, byly zkumavky se vzorky zmrazeny na teplotu
-20◦C. Po rozmrazeńı byly pečlivě promı́chány a byly odstraněny vzduchové bubliny.
Souběžně s odběrem krve prob́ıhal i odběr slin.
K odběru slin byl použit systém Salivette od firmy Sarstedt, d́ıky němuž může
být monitorována hladina kortizolu ve slinách. Metoda umožňuje analyzovat malá
množstv́ı slin obsahuj́ıćı ńızké hladiny kortizolu. Sliny byly odeb́ırány do dvou typ̊u
salivet. Oba dva typy jsou složeny ze stejných část́ı, ale lǐśı se druhem buničiny,
do které jsou nasáknuty sliny. B́ılé salivety obsahuj́ı buničinu s malým množstv́ım
kyseliny citrónové, zat́ımco modré obsahuj́ı buničinu syntetickou.
Odběr bylo nutné provádět nejméně 30 minut po j́ıdle. Dále nesměl dobrovolńık
ṕıt, kouřit ani si čistit zuby, aby nedošlo k znehodnoceńı vzorku. Současně s odběrem
krve dobrovolńık převaloval v ústech buničinu po dobu minimálně 1 minuty. Až
do zpracováńı v laboratoři byly vzorky uchovávány v chladu. Poté byly vzorky
slin centrifugovány 10 min při 6000 otáčkách. Spodńı části zkumavek se slinným
supernatantem byly zazátkovány a uchovány při -20 ◦C.
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3.4 Statistické postupy
K vytovřeńı graf̊u a statistických údaj̊u byly použity programy Microsoft Excel
2010, StatSoft, Inc. STATISTICA, version 12 a MedCalc, Inc.. Ve všech souborech
byl vypoč́ıtán aritmetický pr̊uměr, medián a byla vyhodnocena normalita skupiny
vzhledem k rozložeńı naměřených dat. Odlehlé hodnoty jsou v krabicových grafech





Zátěžových test̊u se zúčastnilo 66 relativně zdravých osob. U všech byl vypoč́ıtán
BMI a zaznamenána hladina glykémie naměřená v rámci inzulinového testu. Grafy
(Obr. 4.1), (Obr. 4.2) slouž́ı k doilustrováńı toho, jak soubor účastńık̊u vypadal.
Z graf̊u je vidět, že věk nehraje významnou roli v dosažené hladině glukózy a BMI
hraje roli pouze tehdy, když přesahuje hodnotu 30.
Obrázek 4.1: Graf závislosti koncentrace glukózy v krvi na věku.
4.2 Posouzeńı ITT a porovnáńı hladin kortizolu
v séru a slinách
Jedńım ze stanovených ćıl̊u bylo posoudit dynamický test ITT a vhodnost slin
jako biologického materiálu namı́sto běžně použ́ıvaného materiálu – krve. Z cel-
kového počtu 58 kontrol poskytlo vzorek slin pouze 35 dobrovolńık̊u. Vzorek krve
poskytlo všech 58 kontrol. Vzorky byly odeb́ırány současně ve 20., 30., 40., 60., 90.
a 120. minutě. Tabulka 4.1 a 4.2 uvád́ı parametry srovnávaných soubor̊u vzork̊u slin
a krve.
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Obrázek 4.2: Graf závislosti koncentrace glukózy v krvi na BMI.
Tabulka 4.1: Parametry stanovovaných soubor̊u slinného kortizolu u ITT (u vzork̊u
slin)
[nmol/l]
0. min 20. min 30. min 40. min 60. min 90. min 120. min
medián 20,11 16,49 16,52 21,87 38,37 44,37 32,10
pr̊uměr 20,00 17,79 17,23 23,50 38,17 42,96 36,16
minimum 3,38 2,90 1,97 3,37 2,23 6,45 4,59
maximum 55,35 55,82 50,32 62,21 73,73 78,26 97,54
Z graf̊u (Obr. 4.3), (Obr. 4.4) je patrné, že nejv́ıce dobrovolńık̊u dosáhlo ma-
ximálńı koncentrace slinného kortizolu v 90. minutě od i.v. podáńı inzulinu.
Přesněji 34,29 % osob z celkového počtu 35, kteř́ı poskytli vzorek slin. Naopak
u sérových vzork̊u dosáhlo nejv́ıce dobrovolńık̊u maximálńı koncentrace sérového
kortizolu v 60. minutě. Přesněji 36,21 % kontrol z celkového počtu 58, kteř́ı poskytli
vzorek krve (Obr. 4.5), (Obr. 4.6).
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Tabulka 4.2: Parametry stanovovaných soubor̊u sérového kortizolu u ITT (u vzork̊u
u vzork̊u séra)
[nmol/l]
0. min 20. min 30. min 40. min 60. min 90. min 120. min
medián 347,85 317,10 367,57 528,07 635,25 629,95 560,28
pr̊uměr 364,85 328,81 362,37 508,35 621,57 604,15 552,17
minimum 141,30 141,30 55,36 109,80 224,50 78,30 27,80









































































Obrázek 4.3: Graf závislosti koncentrace slinného kortizolu na čase odběru u ITT.
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Obrázek 4.4: Pr̊uběh hladin slinného kortizolu v jednotlivých minutách odběru.
”
Krabicové diagramy“ znázorňuj́ı rozsah hladin slinného kortizolu v daném čase
odběru. V každém diagramu je znázorněna pr̊uměrná hodnota koncentrace slinného
kortizolu typická pro danou skupinu. Zároveň je u každého diagramu vyznačeno
ohraničeńı pro daný soubor účastńık̊u.
Obrázek 4.5: Graf závislosti koncentrace sérového kortizolu na čase odběru u ITT.
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Obrázek 4.6: Pr̊uběh hladin sérového kortizolu v jednotlivých minutách odběru.
”
Krabicové diagramy“ znázorňuj́ı rozsah hladin sérového kortizolu v daném čase
odběru. V každém diagramu je znázorněna pr̊uměrná hodnota koncentrace sérového
kortizolu typická pro danou skupinu. Zároveň je u každého diagramu vyznačeno
ohraničeńı pro daný soubor účastńık̊u.
Pro daľśı posouzeńı spolehlivosti slin oproti séru byly vytvořeny grafy, které
znázorňuj́ı nejnižš́ı a nejvyšš́ı hodnoty daných soubor̊u poskytuj́ıćı vzorky slin a
krve. Z grafu (Obr. 4.7) vyplývá, že nejnižš́ı a nejvyšš́ı hodnoty slinného kortizolu
nekoṕıruj́ı středńı hodnotu celého souboru 35 kontrol. Oproti tomu z grafu (Obr.
4.8) je na prvńı pohled patrné, jak pr̊uběhy nejnižš́ı i nejvyšš́ı hodnoty sérového
kortizolu daného souboru 58 kontrol koṕıruj́ı pr̊uběh křivky středńı hodnoty.
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Obrázek 4.7: Pr̊uběh nejnižš́ı, nejvyšš́ı a středńı hodnoty slinného kortizolu zkou-
maného souboru 35 kontrol.
Obrázek 4.8: Pr̊uběh nejnižš́ı, nejvyšš́ı a středńı hodnoty sérového kortizolu zkou-
maného souboru 58 kontrol.
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Pro daľśı ověřeńı vhodnosti slin jako biologického materiálu byl sestrojen graf,
který znázorňuje kontroly, které svými pr̊uběhy křivek koṕırovaly tvar křivky mediánu
(Obr. 4.9).
Obrázek 4.9: Pr̊uběhy hladin slinného kortizolu, které koṕıruj́ı svým pr̊uběhem
křivku mediánu.
Při hodnoceńı hladin slinného kortizolu u ITT se vyskytl soubor 7 kontrol,
který nepřesáhl hladinami slinného kortizolu hodnotu 10 nmol/l (Obr. 4.10). Z cel-
kového počtu 35 kontrol, které poskytly vzorek slin, nebylo možné 20 % kontrol
ohodnotit. Jejich hladina sahala pod hranici bĺızkou detekčńımu limitu metody
10 nmol/l. U 6 ze 7 těchto kontrol byla prokázána korelace s plazmatickými koncent-
racemi kortizolu, jelikož ani u těch nebylo dosaženo minimálńı koncentrace kortizolu
v plazmě 500 nmol/l.
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Obrázek 4.10: Koncentrace slinného kortizolu sahaj́ıćı pod 10 nmol/l.
4.3 Posouzeńı vhodnosti zátěžových test̊u s r̊uznými
dávkami synacthenu
Jedńım z ćıl̊u bylo posoudit vhodnost jednotlivých zátěžových test̊u. U jednot-
livých osob byly provedeny čtyři zátěžové testy – inzulinový tolerančńı test, vysoko
zátěžový test (250 µg synacthenu), středně zátěžový test (10 µg synacthenu) a ńızko
zátěžový test (1 µg synacthenu). Tabulka 4.3 uvád́ı parametry sledovaných soubor̊u,
které se mezi sebou lǐśı v závislosti na použitém druhu testu. Procentuálńı zastou-
peńı zdravých kontrol v rámci jednotlivých cut off hodnot jsou zaznamenány v ta-
bulce 4.4. Z uvedených výsledk̊u je patrné, že LDST test je vhodný pro posuzováńı
hypokortikalismu. Inzulinový test z̊ustává testem prvńı volby.
4.4 Posouzeńı imunoanalytických metod z analy-
tického hlediska
Pro stanoveńı hladin kortizolu v biologických materiálech byla použita chemi-
luminiscenčńı imunoanalýza. Stanoveńı aldosteronu, reninu a CBG bylo provedeno
pomoćı radioimunoanalytických metod. Stanoveńı kortizolu je akreditovaná metoda.
Součást́ı práce je verifikačńı protokol, ve kterém jsou zaznamenány analytické pa-
rametry metody (Př́ıloha 1). V rámci analýzy byla provedena stanoveńı kontrolńıch
materiál̊u. Všechny výsledky těchto kontrolńıch vyšetřeńı se pohybovaly v povoleném
rozmeźı. U akreditované metody na stanoveńı aldosteronu z verifikačńıho protokolu
plyne, že metoda je vhodná pro použit́ı v laboratoři. Nejistota akreditované metody
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Tabulka 4.3: Parametry jednotlivých srovnávaných zátěžových test̊u
[nmol/l]
< 500 500− 549 550− 600 600 >
HDST
n = 62
Počet kontrol 0 3 1 58
Zastoupeńı kontrol v % 0 4,84 1,61 93,55
MDST
n = 63
Počet kontrol 1 1 4 57
Zastoupeńı kontrol v % 1,59 1,59 6,35 90,48
LDST
n = 65
Počet kontrol 1 7 12 45
Zastoupeńı kontrol v % 1,54 10,78 18,46 69,23
ITT
n = 58
Počet kontrol 5 4 4 45
Zastoupeńı kontrol v % 8,62 6,90 6,90 77,59










HDST 98,41 96,82 90,48
HDST 98,46 87,68 69,23
HDST 91,38 84,48 77,58
na stanoveńı aldosteronu byla stanovena na < 15%. Použité metody pro stanoveńı
reninu a CBG nejsou akreditované. I u těchto vyšetřeńı se před každou séríı stano-
vovaly kontrolńı vzorky. Kontroly vyšly v pořádku.
4.5 Stanoveńı hladiny aldosteronu a reninu
U jednotlivých test̊u byly v plazmě stanoveny bazálńı hladiny aldosteronu a
reninu u 50, resp. 54 proband̊u. Z naměřených hodnot byla ověřena použitelnost
referenčńıho intervalu, který byl přijat z dokumentace od výrobce. V grafu Obr.
(Obr. 4.11) je vidět rozmeźı hladin aldosteronu naměřených z bazálńıch odběr̊u.
Graf (Obr. 4.12) znázorňuje pr̊uběhy hladin reninu naměřených z bazálńıch odběr̊u.
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Obrázek 4.11: Znázorněńı referenčńıch interval̊u plazmatického aldosteronu u žen a
muž̊u.
Obrázek 4.12: Znázorněńı referenčńıch interval̊u plazmatického reninu u žen a muž̊u.
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4.6 Stanoveńı referenčńıho intervalu CBG
Pro stanoveńı referenčńıho intervalu byl použit 95% interval ve studované sku-
pině. Skupina 63 dobrovolńık̊u byla rozdělena na ženy a muže bez rozd́ılu věku. Re-
ferenčńı intervaly jednotlivých skupin jsou uvedeny v tabulce 4.5. Statistické údaje
z výše uvedené tabulky jsou graficky znázorněny na obrázku (Obr. 4.13). Rozložeńı
celého sledovaného souboru je znázorněno na obrázku (Obr. 4.14).















ženy 33 65,26 60,65 44,50 127,75 44,54 123,25
muži 33 65,28 59,30 31,00 180,50 38,17 165,96
ženy i muži 66 65,27 60,13 37,00 181,50 41,33 127,54
Obrázek 4.13: Srovnáńı referenčńıch interval̊u sérového CBG u žen a muž̊u.
Diagramy znázorňuj́ı minimálńı a maximálńı hodnotu koncentrace sérového CBG
vždy pro danou skupinu dobrovolńık̊u. Modré linie ohraničuj́ı referenčńı intervaly pro
skupinu žen, muž̊u a pro ženy a muže dohromady.
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Obrázek 4.14: Početńı zastoupeńı dobrovolńık̊u v daných rozmeźıch hladin CBG.
Červená křivka znázorňuje rovnoměrné rozložeńı souboru.
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4.7 Sledováńı hladin ACTH v pr̊uběhu inzulinového
testu
V rámci této práce byl ověřen pr̊uběh hladin ACTH kontrolńıho souboru u inzuli-
nového testu. U 42 účastńık̊u ITT testu byla stanovena hladina ACTH v př́ıslušných
minutách. Pr̊uběhy hladin ACTH u tohoto souboru osob je znázorněn na grafu (Obr.
4.15). Celkem 16 dobrovolńık̊u dosáhlo maximálńı koncentrace ACTH ve 40. minutě.
Stejńı účastńıci měli maximálńı hladiny sérového kortizolu v 60. minutě.




Odeb́ıranými biologickými materiály byly krev a sliny. Analýza vzork̊u moči
nebyla předmětem této části zpracováńı grantu. Nicméně pro veškerá stanovováńı
grantu byla moč odeb́ırána.
Jak u krve, tak u slin se jednalo o kontrolńı vzorky. To znamená, že byly po-
skytnuty skupinou dobrovolńık̊u. Ve většině př́ıpad̊u šlo o zdravotńı sestry, lékaře,
ale kontrolami se staly i pacienti s jiným typem onemocněńı. Vzorky byly odeb́ırány
vždy až po podepsáńı informovaného souhlasu, protože každý z dobrovolńık̊u pod-
stupoval zátěžové testy vyvolávaj́ıćı hypoglykémii, vedoućı v krajńıch př́ıpadech
ke kómatu. Vzorky jsou v rámci grantu odeb́ırány i pacient̊um s poruchou tvorby
kortizolu. Tento soubor neńı zahrnut do této práce vzhledem k dosud malému počtu
pacient̊u s t́ımto relativně vzácným onemocněńım. Nasb́ıráńı dostatečně velkého
souboru pacient̊u je časově náročné. Výsledky vyplývaj́ıćı ze skupiny pacientských
vzork̊u budou součást́ı řešeńı celého grantu.
Experimentálńı části se v rámci této diplomové práce účastnilo 66 dobrovolńık̊u
ve věkovém rozmeźı 19 — 68 let. U všech 66 osob byl vypoč́ıtán BMI a proveden
inzulinový test, při němž byla stanovena hladina glukózy. Při vyhodnocováńı ITT
bylo zjǐstěno, že věk nehraje významnou roli v dosažené hladině glukózy (Obr. 4.1).
V grafu (Obr.4.2) je vidět, že BMI může mı́t vliv na dosažeńı hypoglykémie, pokud je
jeho hodnota větš́ı než 30. Pak je těžš́ı dosáhnout požadované hranice hypoglykémie
2,2 mmol/l [27]. To může být zp̊usobeno také t́ım, že lidé s obezitou trṕı častěji
poruchami metabolismu a diabetem mellitu druhého typu.
5.2 Posouzeńı inzulinového testu a porovnáńı hla-
din kortizolu v séru a slinách
Inzulinový tolerančńı test je považován za zlatý standard ve vyšetřováńı funkce
osy hypotalamus – hypofýza – k̊ura nadledvin. Jeho součást́ı je vyvoláńı těžké hy-
poglykémie, potenciálně velmi nebezpečného stavu. Zároveň je pacient zat́ıžen opa-
kuj́ıćımi se odběry krve, které v mnoha př́ıpadech zt́ıž́ı již tak náročný test. Proto
bylo jedńım z ćıl̊u zjistit, zda je možné nahradit běžně už́ıvaný biologický materiál
– krev za biologický materiál – sliny odeb́ırané neinvazivńı metodou. T́ım by bylo
možné předej́ıt mnohačetnému odběru a sńıžil by se faktor stresu, který podstatně
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ovlivňuje naměřenou hladinu kortizolu a dosažené výsledky.
V kontrolńı skupině 66 osob se nepodařilo źıskat vzorek krve ve všech odběrových
časech u 8 z nich. Vzorek slin se podařilo současně odebrat pouze u 35 kontrolńıch
osob. Hladina kortizolu byla porovnána ve všech odebraných vzorćıch.
Z naměřených výsledk̊u vyplývá (Obr. 4.3; 4.4 a Obr. 4.5, 4.6), že maximálńı
koncentrace kortizolu ve slinách byla ve většině př́ıpad̊u (34%) naměřena v 90. mi-
nutě. U séra bylo maximum obvykle v 60. minutě. Z toho vyplývá, že pr̊uběhy křivek
u slin jsou oproti křivkám vzork̊u séra o 30 minut zpožděné. Bylo by zřejmě vhodné
zavést ještě daľśı odběr slin, např. ve 150 min, aby se zachytil opětovný pokles
hladiny kortizolu i ve slinách.
Pokud by pr̊uběhy hladin kortizolu v séru a slinách byly hodnoceny z hlediska
jednotlivc̊u, je možné ř́ıci, že existuj́ı taćı, kteř́ı reaguj́ı na stimulaci pomaleji a daľśı
reaguj́ıćı rychleji. Při hodnoceńı skupiny 35 osob, u kterých byly k dispozici současně
odeb́ırané vzorky krve i slin, jsme mohli rozdělit výsledky do několika skupin. Prvńı
část (12 osob) mělo vrchol v 60. minutě, daľśı skupina (6 osob) mělo shodný vrchol
v 90. minutě a malá část (4 osoby) měla společný vrchol koncentrace kortizolu ve 120.
minutě. Daľśı skupinou jsou osoby, kde je hladina kortizolu ve slinách tak ńızká, že
se bĺıž́ı detekčńımu limitu metody a neńı zde možné dobře rozlǐsit vzestup a pokles
hladiny kortizolu.
Při posouzeńı výsledk̊u źıskaných měřeńım hladiny kortizolu ve slinách je možné
konstatovat, že nekoreluj́ı vždy s hladinami kortizolu v séru. Nejvyšš́ı a nejnižš́ı
hodnota ze sledovaného souboru svým pr̊uběhem nekoṕıruje pr̊uběh křivky mediánu
a aritmetického pr̊uměru (Obr. 4.7). Pravděpodobně stresem zp̊usobené nejvyšš́ı
koncentrace kortizolu ve slinách nejsou směrodatným ukazatelem. Stejně tak ńızké
koncentrace slinného kortizolu pod 10 nmol/l mohou být problémem. Tato oblast je
bĺızká detekčńımu limitu metody (5,5 nmol/l) a neńı možné spolehlivě odlǐsit vzestup
a pokles hladiny kortizolu. Pro takové osoby by prováděńı testu s hodnoceńım pouze
slinného kortizolu bylo problematické. To je negativem použit́ı slin. V tomto ohledu
se zdá být odběr krve vhodněǰśı. Z grafu (Obr. 4.8) plyne, že pr̊uběh koncentraćı
sérového kortizolu má u všech měřených kontrolńıch osob obdobný pr̊uběh a je možné
konstatovat, že pro tento typ testu je krev nejvhodněǰśım materiálem. Na druhou
stranu 40 % výsledk̊u źıskaných měřeńım slinného kortizolu odebraného ve stejném
okamžiku jako krev, koṕıruje medián souboru (Obr. 4.9). Plošně tedy odběr slin
namı́sto krve použ́ıt nelze, ale individuálńı využit́ı by možné bylo.
Provedeńı inzulinového testu je pro pacienty velice náročné. Možnou alternativou
by mohl být odběr vzorku slin v klidovém režimu. V př́ıpadě nepř́ıznivého vyhodno-
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ceńı koncentraćı slinného kortizolu by následoval inzulinový tolerančńı test. Pokud
by se však prokázala vhodnost slin jako biologického materiálu u daného jedince,
mohl by tak být eliminován invazivńı odběr krve.
U některých kontrolńıch vzork̊u nebylo možné hladiny slinného kortizolu k hod-
noceńı funkce osy HPA použ́ıt (Obr.4.10), protože hladiny kortizolu byly velmi ńızké
v okoĺı detekčńıho limitu metody. Jedná se o poměrně velkou část asi 20 % testo-
vaných osob. Je možné, že tato situace je zp̊usobena zvýšenou tvorbou slin, která
vede k větš́ımu naředěńı odeb́ıraného materiálu. V tomto př́ıpadě se jev́ı jako velmi
významný výběr metody stanoveńı kortizolu. Dosud použ́ıvané imunoanalytické me-
tody naráž́ı na své hranice právě v oblasti meze detekce. Pokud by byla použita
citlivěǰśı metoda, např́ıklad LC-MS/MS, mohly by být stanoveny hladiny kortizolu
i u dosud vyřazovaných 20 % dobrovolńık̊u.
U osob s ńızkými hladinami slinného kortizolu (pod 10 nmol/l) byly naměřeny
i ńızké hladiny kortizolu v séru (6 ze 7), takže se i zde prokázala korelace mezi vzorky
slin a séra. Přesto se i zde potvrdila nejednoznačnost použit́ı slin jako biologického
materiálu namı́sto krve v rámci inzulinového testu.
5.3 Posouzeńı vhodnosti zátěžových test̊u s r̊uznými
dávkami synacthenu
Integrita osy HPA je nezbytná a zásadńı pro odpov́ıdaj́ıćı reakci kortizolu na
stres. Stanovený referenčńı ITT pro posouzeńı osy hypotalamus – hypofýza – nadled-
viny je založený na měřeńı odpovědi kortizolu na hypoglykémii indukovanou inzuli-
nem. I přes to, že inzulinový test je zlatým standardem pro odhalováńı hypokortka-
lismu, je velice nepř́ıjemný a potenciálně nebezpečný. Pacientovi podstupuj́ıćımu
tento test je několikrát za sebou nab́ırán vzorek krve, hroźı mu až kómatický stav
v d̊usledku zp̊usobené hypoglykémie a po celou dobu testu muśı být kontrolován
lékaři.
Na základě těchto skutečnost́ı byl navržen ćıl se snahou nalézt jiný, vhodný
test odhaluj́ıćı hypokortikalismus odlǐsnou, ne tak zatěžuj́ıćı metodou. Různé stu-
die [50], [51], [52] hodnotily bazálńı hladinu kortizolu, hladinu kortizolu ve 30. a poté
v 60. minutě jako odezvu na 250 µg HDST. Některé publikace uváděj́ı, že HDST
je vhodnou alternativou ITT [53, 54]. Naopak studie [55, 56], poukazuj́ı na falešně
pozitivńı výsledky tohoto testu. Je známo, že dávka 250 µg je použ́ıvána jako ob-
vyklá avšak suprafyziologická dávka navržená pro testováńı primárńı AI. Některé
skupiny zabývaj́ıćı se hodnoceńım osy HPA tuto dávku značně sńıžily a poukázaly
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na to, že dávka 1 µg je rovna dávce 250 µg [57]. Tato studie ukázala, že ńızká dávka
produkovala méně falešně pozitivńıch výsledk̊u, než tomu tak bylo u HDST s kon-
venčńı dávkou synacthenu 250 µg. Podle zdroje [58] je LDST test schopný odhalit
obt́ıže osy HPA jen za použit́ı fyziologické dávky 1 µg. Publikace [59] popisovala
odhalováńı nedostatečnosti nadledvin z hlediska hodnot cut off. Maghnie et. al však
dospěli k názoru, že žádný z dynamických test̊u nemůže být považován za spoleh-
livý. Zdroj [60] popisuje, že nejvhodněǰśı by byla možnost individuálńıho výběru
zátěžového testu pro každého z pacient̊u.
Hodnoty cut-off pro stanoveńı hypokortikalismu se v mnoha publikaćıch lǐśı. Dek-
kers a jeho spolupracovńıci uvád́ı, že hladina kortizolu 500 nmol/l je vhodná hla-
dina kortizolu pro cut-off HDST testu, naopak u LDST testu dosáhlo této hodnoty
menš́ı množstv́ı pacient̊u [28]. Jiný výzkum prokázal, že u HDST je pro klinické roz-
hodováńı lepš́ı hodnota cut-off sérového kortizolu 600 nmol/l, aby byly vyloučeny
falešně pozitivńı výsledky [50].
Aby bylo možné tyto skutečnosti ověřit i v rámci zdravých kontrol, byla po-
souzena vhodnost jednotlivých synacthenových test̊u z hlediska rozhodovaćı meze
(hodnota cut off). Dále bylo provedeno srovnáńı ńızkodávkového a vysokodávkového
testu a jejich vhodnost jako ekvivalentu k ITT.
5.3.1 Inzulinový tolerančńı test
Jedńım z kritéríı pro posouzeńı správné funkce nadledvin je u ITT nár̊ust kon-
centrace kortizolu v séru minimálně na 500 nmol/l nebo nár̊ust o minimálně 225
nmol/l mezi hladinami během testu [27]. Po vyhodnoceńı našeho 58 – členného sou-
boru kontrol bylo zjǐstěno, že pokud použijeme jako rozhodovaćı mez pouze hladinu
500 nmol/l, splňuje to to kritérium 91,4 % viz Tab. 4.3 a Tab. 4.4. Publikace [25] při
zavedeńı hodnoty cut off 500 nmol/l uvád́ı, že byly zaznamenány výsledky s falešně
pozitivńımi výsledky nejen u nemocných pacient̊u, ale i u zdravých dobrovolńık̊u.
Při současném použit́ı druhého kritéria, tedy nár̊ustu o minimálně 225 nmol/l, obě
kritéria splńı 98,3 % zdravých kontrol a pouze jedna osoba nesplňuje nastavená
kritéria. Vzhledem k tomu, že se jedná o minimálńı odchylky, je možné je vysvětlit
nedodržeńım preanalytiky nebo nejistotou samotného imuoanalytického stanoveńı
kortizolu.
Ćılem této práce neńı posuzovat výsledky zátěžových test̊u u pacient̊u. One-
mocněńı hypokortikalismem je poměrně vzácné a větš́ı soubor se sb́ırá jen velmi
pomalu, ale při pohledu na výsledky takových osob (nejsou součást́ı této práce) je
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možné konstatovat, že se hladiny kortizolu pohybuj́ı hluboce pod hranićı 500 nmol/l;
obvykle kolem 100 nmol/l.
Z toho vyplývá, že i kontroly, u kterých byly naměřeny hodnoty kolem 350 či
400 nmol/l a měly by být vyloučeny z d̊uvodu nadledvinové nedostatečnosti, by
mohly být označeny za zdravé. I když se v tomto př́ıpadě hranice 500 nmol/l jev́ı
jako zbytečně vysoká, je nutné tuto stanovenou hranici respektovat už s ohledem
na rozd́ılnost metod stanoveńı kortizolu. I přes to je zátěžový test s inzulinem stan-
dardńı metodou neboli testem prvńı volby.
5.3.2 Zátěžový test s vysokou dávkou synacthenu
Výsledky naznačuj́ı, že HDST 250 µg synacthenu je vhodný pro účely klinického
posuzováńı osy HPA za použit́ı hodnoty cut off 500 nmol/l viz (Tab. 4.3 a 4.4).
Při cut off 500 nmol/l lze v tomto př́ıpadě se 100% spolehlivost́ı určit, že se jedná
o zdravé osoby, nebot’ všech 62 zúčastněných kontrol dosáhlo požadované hodnoty
500 nmol/l. Za normálńı by mohlo být také považováno zvýšeńı sérového kortizolu
na hodnotu 550 nmol/l. V tomto př́ıpadě by bylo z vyšetřovaného souboru za zdravé
kontroly označeno 95,2 % účastńık̊u. Dále zkoumaná hranice cut-off 600 nmol/l neńı
vhodná, nebot’ zařad́ı některé vyšetřované s normálńı funkćı mezi insuficientńı. Pak
by již z celkového počtu bylo označeno za nemocné 6,5 % kontrol.
5.3.3 Zátěžový test s ńızkou dávkou synacthenu
U 65 kontrol, které podstoupily LDST bylo zjǐstěno, že za použit́ı hodnoty cut
off 500 nmol/l bylo zdravých 98,5 %. Jeden dobrovolńık z celého souboru nedosáhl
hranice 500 nmol/l. V př́ıpadě vysoko zátěžového testu tento dobrovolńık při cut off
500 nmol/l dosáhl koncentrace kortizolu v séru nad 600 nmol/l. U př́ıpad̊u jako je
tento, by bylo vhodné pro zpřesněńı výsledk̊u a upřesněńı zdravotńıho stavu pacienta
provést HDST, který je tedy v posuzováńı hypokortikalismu 100%, ale na druhou
stranu zatěžuje organismus zbytečně vysokou dávkou synacthenu.
Přibližně 98% úspěšnost tohoto testu přisṕıvá k jeho použit́ı při posuzováńı osy
hypotalamus – hypofýza – k̊ura nadledvin jako prvńı namı́sto HDST. T́ım by pa-
cient nemusel být zbytečně zat́ıžený vysokou dávkou synacthenu, ale pouze 1 µg
ACTH1−24.
V tomto př́ıpadě neńı nutné hodnotu cut-off jakkoli upravovat – snižovat. Sńıžeńım
by se sice dosáhlo lepš́ıch výsledk̊u, ale definice LDST by nebyla zachována. Naopak
při vyšš́ıch hodnotách cut-off (Tab. 4.3, 4.4), by počet pacient̊u s podezřeńım na hy-
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pokortikalismus značně stoupl. U LDST neńı pochyb, že pokud chceme tento méně
zátěžový test použ́ıvat, je nutné zachovat hodnotu cut-off 500 nmol/l.
5.3.4 Zátěžový test se středńı dávkou synacthenu
Daľśı alternativou zátěže syntetickým ACTH1−24 byl středně zátěžový test, kdy
byla u zdravých osob sledována hladina kortizolu v séru v př́ıslušných minutách
po intravenózńı aplikaci 10 µg synacthenu. Použit́ı tohoto testu se nab́ıźı proto, že
u LDST je velice obt́ıžné správně naředit použ́ıvaný 1 µg synacthenu. Právě ředěńım
může docházet k chybám. Výsledky tohoto středně zatěžuj́ıćıho testu se velmi bĺıž́ı
výsledk̊um ńızko zátěžového LDST. Při cut off 500 nmol/l bylo z celkového počtu 63
za zdravé kontroly považováno 98,4 %, (Tab. 4.3, Tab. 4.4). Stejně tak jako u LDST
byla i zde jedna osoba, která nedosáhla požadované cut off hodnoty. Proto by pro
ověřeńı výsledk̊u dosažených v LDST nemělo smysl použ́ıvat MDST, nebot’ výsledky
by byly s největš́ı pravděpodobnost́ı stejné, i když by to znamenalo menš́ı zat́ıžeńı
pacienta z hlediska podané dávky. Aby mohl být hypokortikalismus s největš́ı jisto-
tou vyloučen, měl by být jako druhý použit opět HDST.
Výše uvedená posouzeńı tedy nab́ıźı zamyšleńı, zda je nutné namı́sto méně
ohrožuj́ıćıch a méně zatěžuj́ıćıch dynamických test̊u použ́ıvat rizikověǰśı a pro or-
ganismus náročněǰśı testy k ověřováńı správné funkce nadledvin.
5.4 Imunoanalytické metody
Stanoveńı hormon̊u, jejichž koncentrace se pohybuje v nmol a někdy i pmol/l, je
možné v současných klinických laboratoř́ıch jen d́ıky imunoanalytickým metodám,
které použ́ıvaj́ı specifickou reakci antigenu a protilátky. Tato reakce má svá omezeńı,
imunoanalytické metody nemohou být brány jako definitivńı. Na rozd́ıl od jiných
analytických metod existuje jen několik referenčńıch materiál̊u s přesnou hladinou
stanovenou definitivńı metodou.
Každá metoda je před uvolněńım diagnostické soupravy k použit́ı v laboratoři
validována výrobcem. Součást́ı tohoto procesu je krom stanoveńı detekčńıho limitu,
opakovatelnosti, mezilehlé preciznosti také stanoveńı nejistoty metody a vlivu in-
terferenćı. Samozřejmost́ı je i stanoveńı referenčńıch interval̊u pro zdravou popu-
laci. Výsledky takového testováńı jsou pak součást́ı př́ıbalového letáku, který je
právě u imunoanalytických metod velmi d̊uležitým materiálem, se kterým laboratoř
při použ́ıváńı takových diagnostických souprav pracuje. Vzhledem k ceně takových
vyšetřeńı se zavedeńı nové metody v laboratoři omezuje na verifikaci, která za-
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hrnuje jen omezený rozsah výše uvedených proces̊u a každoročně se provád́ı jen
hodnoceńı interńı a exterńı (pokud je pro daný analyt k dispozici) kontroly kvality
a vyhodnoceńı nejistoty metody. Nejistota je definována jako parametr přidružený
ke každému výsledku měřeńı, který vyjadřuje omezené možnosti procesu měřeńı.
Absolutně přesný výsledek měřeńı (tj. výsledek s nulovou nejistotou) neexistuje.
Př́ıtomnost nejistoty znamená, že výsledek měřeńı neńı bod (jedna hodnota), ale in-
terval – oblast, ve které se výsledek měřeńı nacháźı s určitou pravděpodobnost́ı [61].
Všeobecně je možné konstatovat, že nejistota, ale i daľśı analytické parametry,
jsou u automatických analyzátor̊u, kde je zajǐstěno přesné pipetováńı i dodržováńı
všech analytických podmı́nek (teplota, doba inkubace, měřeńı signálu) lepš́ı než
u ručně prováděných radioimunoanalytických metod.
Pro stanoveńı kortizolu byla nejistota stanovena z variačńıho koeficientu dlouho-
dobého sledováńı vnitřńı kontroly kvality pro všechny hladiny kortizolu menš́ı než
9,5 % (viz Př́ıloha A). Pokud tedy uvažujeme o rozhodovaćı hodnotě 500 nmol/l,
je vhodné brát v úvahu, že se nejedná o striktně danou hladinu, ale o širš́ı pásmo
450 – 550 nmol/l.
Obecně přijatelná hodnota nejistoty je u některých imunoanalytických metod
15 — 20 %, vždy však zálež́ı na tom, v jakých hladinách hodnot se daný výsledek
pohybuje.
Imunoanalýza je tak citlivá, jak citlivá je použ́ıvaná protilátka [30]. Diagnostické
soupravy r̊uzných výrobc̊u se mezi sebou mohou lǐsit i poměrně výrazně, přestože
stanovuj́ı stejný analyt. Velmi dobře to ilustruj́ı výsledky exterńı kontroly kvality
(SEKK). Zde je hodnocený analyt rozdělen podle jednotlivých výrobc̊u a často do-
konce i podle analyzátoru, na kterém je stanoveńı prováděno. Pro některé analyty
neńı takové srovnáńı v̊ubec k dispozici, např. CBG, protože se jedná o velmi málo
frekventované stanoveńı. Právě v těchto př́ıpadech je pak nezbytné, aby si labo-
ratoř stanovila vlastńı referenčńı intervaly a použ́ıvala stále stejnou metodu jednoho
výrobce pro hodnoceńı pacient̊u.
Radioimunoanalýza je metodika, která je náročná na ručńı práci a zkušenost
laborantek. Důležité je dbát na rizika plynoućı z práce s radioaktivitou. Velkou
výhodou je nižš́ı cena diagnostických souprav, stejně tak jako nenáročnost na složitá
detekčńı zař́ızeńı. Umožňuje stanoveńı vzácných analyt̊u, které nejsou v nab́ıdce pro
automatizované analyzátory.
Jednotlivé soupravy pro stanoveńı určitého hormonu v séru či jiné tělesné te-
kutině pacienta nemuśı poskytovat vždy stejný výsledek. I přesto, že jsou založeny
na stejném principu [15]. To dokazuje exterńı hodnoceńı kvality (EHK). V rámci
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této práce byla ke stanoveńı reninu použita diagnostická souprava firmy Cisbio,
s využit́ım metody IRMA. Stanoveńı reninu neńı v laboratoř́ıch př́ılǐs běžné. Bylo
možné vycházet pouze z informaćı uvedených v př́ıbalovém letáku. V rámci cyklu ex-
terńıho hodnoceńı kvality (EHK): E21/15 – Endokrinologie 2 lze porovnat výsledky
jednotlivých radioimunoanalýz. Na stránkách SEKK je pro stanoveńı reninu u vý-
robce Cisbio uvedena ćılová hodnota u vzorku A 59,5 ng/l, pro firmu Immunotech je
tato ćılová hladina 64,5 ng/l. Pro stanoveńı reninu je u luminiscenčńı imunoanalýzy
firmy DiaSorin uvedena ćılová hodnota 48,2 ng/l.
Podobné rozd́ıly je možné pozorovat i u stanoveńı aldosteronu za využit́ı me-
tody RIA. Pro výrobce soupravy DiaSorin je uváděna ćılová hodnota vzorku A
0,939 nmol/l, zat́ımco pro výrobce diagnostické soupravy Immunotech 0,677 nmol/l.
Je možné tedy pozorovat velké rozd́ıly mezi stanovenými hodnotami r̊uzných výrobc̊u.
Jinak tomu neńı ani u stanoveńı aldosteronu luminiscenčńı imunoanalýzou, kde pro
firmu Bicode je uvedena ćılová hladina 0,875 nmol/l. Tyto hodnoty byly źıskány
v rámci cyklu exterńıho hodnoceńı kvality (EHK): E11/15 – Endokrinologie 1.
Proto je vhodné použ́ıvat stále stejnou komerčńı soupravu, nebot’ výsledek může
být snadno zat́ıžený chybou. V každé sérii radioimunoanalytického stanoveńı se zpra-
covává vlastńı kalibračńı křivka a stanov́ı se hladiny kontrolńıch vzork̊u.
V dnešńı době ručńı imunoanalýza ustupuje do pozad́ı. Výjimkou neńı ani sta-
noveńı aldosteronu a reninu, které je momentálně převáděno na analyzátor Liaison
od firmy DiaSorin využ́ıvaj́ıćı chemiluminiscenčńı imunoanalýzu. Stanoveńı korti-
zolu je běžně nab́ızeno několika výrobci imunoanalytických diagnostických souprav
pro analyzátory. Ani v tomto př́ıpadě však neńı možné očekávat od této metody
stejné analytické parametry jako u běžných spektrofotometrických stanoveńı. To
potvrzuje i souhrnná statistika kvantitativńıch výsledk̊u v rámci exterńıho hodno-
ceńı kvality (EHK): např. E11/15 – Endokrinologie 1. Výsledky jsou hodnoceny na
základě konsenzu jednotlivých laboratoř́ı, které použ́ıvaj́ı stejnou metodiku, ana-
lyzátor a výrobce diagnostik. I u tak dobře zavedené metody, jakou je stanoveńı
kortizolu, je možné naj́ıt rozd́ıly ve vztažné hladině až v deśıtkách procent.
5.5 Stanoveńı hladiny aldosteronu a reninu
Aldosteron a renin byly stanoveny u kontrolńı skupiny pro ověřeńı použitelnosti
referenčńıho intervalu, který byl převzat z dokumentace výrobce. Změny hladin obou
těchto hormon̊u jdou ruku v ruce s hladinou kortizolu [62]. Při vyšetřováńı hypo-
kortikalismu je obvykle současně stanovena i koncentrace aldosteronu a reninu.
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Aldosteron byl vyšetřen u skupiny 50 osob. Biologický materiál byl odeb́ıraný
v rámci prováděných dynamických test̊u. Jednalo se vždy o bazálńı odběry, tedy
ještě před podáńım zátěže, proto bylo možné sloučit všechny výsledky do jednoho
souboru. Stejným zp̊usobem byla vytvořena i skupina, ve které byla stanovena hla-
dina plazmatického reninu.
Jak uvád́ı publikace [63], v př́ıpadě primárńı AI se hladiny plazmatického aldoste-
ronu nacháźı v dolńım pásmu normálńıch hodnot. Pro účely posouzeńı jednotlivých
hladin byl použit referenčńı interval pro bazálńı hodnoty aldosteronu použ́ıvaný la-
boratoř́ı VFN 1. LF ÚK na Karlově náměst́ı [49]. Z grafu (Obr. 4.11) je patrné,
že hladiny aldosteronu se u jednotlivých kontrolńıch osob měńı. Celkem 14 kont-
rol nespadalo do referenčńıho intervalu 30,0 – 150,0 ng/l pro věkovou kategorii 18
– 110 let. Problémem byla sṕı̌se horńı hodnota referenčńıho intervalu, kterou tito
dobrovolńıci často přesahovali. Důvodem proč de facto zdrav́ı lidé nespadaj́ı do refe-
renčńıho intervalu, může být nedodržeńı preanalytických podmı́nek při odběru krve.
Je také možné, že u daných osob, byly naměřené hladiny ovlivněny medikaćı, o které
jsme nebyli informováni.
Podobná byla situace při vyhodnocováńı naměřených výsledk̊u u plazmatického
reninu. Soubor tvořilo 54 vyšetřovaných a k posouzeńı byl použit referenčńı interval
laboratoře ÚLBLD VFN, [49]. Graf (Obr. 4.12) však naznačuje velice rozd́ılné hod-
noty mezi jednotlivými účastńıky. Správné stanoveńı hladiny reninu je mimořádně
citlivé na dodržováńı podmı́nek odběru a uchováváńı materiálu, je možné tedy
předpokládat, že odchylky od referenčńıho intervalu byly zp̊usobeny právě nedo-
držeńım těchto požadavk̊u.
5.6 Stanoveńı referenčńıho intervalu CBG
Celkový sérový kortizol je z v́ıce než 80 % vázaný na CBG [64]. U některých
pacient̊u může být insuficience kortizolu zp̊usobena nedostatečnou produkćı CBG,
stanoveńı hladiny tohoto vazebného proteinu v rámci odhaleńı hypokortikalismu je
považováno za základńı vyšetřeńı.
Při hodnoceńı laboratorńıch výsledk̊u je vhodné mı́t k dispozici správně stano-
vený referenčńı interval, ve kterém se výsledek má pohybovat [65, 66]. Stanoveńı
referenčńıho intervalu pro laboratoř je velice finančně náročné, obvykle jsou tyto
údaje přej́ımány od výrobc̊u diagnostických souprav. V rámci řešeńı grantu bylo
možné toto stanoveńı provést, i když pro správný výpočet by bylo zapotřeb́ı mi-
nimálně 100 zdravých osob. V tomto př́ıpadě bylo ke zjǐstěńı referenčńıho intervalu
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zahrnuto jen 63 osob a k jeho výpočtu byl použit 95% interval.
Odběry vzork̊u prob́ıhaly vždy před zahájeńım jednoho z dynamických zátěžových
test̊u. Aby bylo možné zjistit, zda se referenčńı interval lǐśı pro jednotlivá pohlav́ı,
byli probandi rozděleni na skupinu žen a muž̊u. Hodnoty referenčńıch interval̊u jsou
uvedeny v tabulce (Tab. 4.5).
Referenčńı interval pro skupinu žen byl 44,5 – 123,3 nmol/l, zat́ımco pro sku-
pinu muž̊u byl 38,2 – 166,0 nmol/l (Obr. 4.13). Na základě těchto hodnot lze tedy
ř́ıci, že i přes malou skupinu kontrolńıch vzork̊u, které byly k dispozici, je možné
spodńı hranici referenčńıho intervalu jak pro ženy, tak pro muže spojit. Horńı hra-
nice u skupiny muž̊u vyšla o něco vyšš́ı. Horńı hranice by se tedy měla rozlǐsovat
u obou skupin. U muž̊u se dá považovat, že je normálněǰśı mı́t vyšš́ı hladiny CBG.
Dhillo et. al se ve své práci zabývaj́ı hodnoceńım hladin CBG v rámci posouzeńı
jednotlivých dynamických test̊u, kdy posuzovali vhodnost použ́ıvaného cut off pro
kortizol ( 500 nebo 550 nmol/l) [67]. Autoři potvrzuj́ı význam stanoveńı hladiny
CBG pro správnou interpretaci zdravotńıho stavu nadledvin.
5.7 Sledováńı hladin ACTH v pr̊uběhu inzulinového
testu
Podezřeńı na nedostatečnou funkci k̊ury nadledvin, které vyplývá z klinického
vyšetřeńı, je nutné potvrdit laboratorńım vyšetřeńım hodnot kortizolu, většinou
spolu se stanoveńım koncentraćı ACTH. Kvantifikace vztahu ACTH a kortizolu
byla provedena v rámci ověřováńı kritéríı u ITT. U kontrolńı skupiny 58 osob, které
se účastnily inzulinového testu, byla vyšetřována hladina ACTH pouze u 42 z nich.
Z této kontrolńı skupiny dosáhlo 16 dobrovolńık̊u maximálńı koncentrace ACTH
ve 40. minutě (Obr. 4.15). Avšak vrcholu koncentrace sérového kortizolu dosáhlo
těchto 38 % účastńık̊u až v 60. minutě. Zdroj [68] uvád́ı, že u zdravých jedinc̊u
bylo dosaženo maximálńı koncentrace ACTH již ve 30. minutě a maximálńı hladina
kortizolu byla naměřena v 60. minutě. V rámci studie [68] byly vzorky odeb́ırány
ve 30., 60. a 90. minutě od podáńı inzulinu, oproti našemu měřeńı, kdy byl odběr
proveden nav́ıc ještě ve 20., 40., a 120. minutě. Je tedy možné, že pokud by ve stu-
dii Erturk et. al provedli stanoveńı ACTH ještě ve 40. minutě, byly by maximálńı
koncentrace naměřeny také právě v této minutě. V rámci hodnoceńı ACTH byly
daľśı maximálńı koncentrace sérového ACTH naměřeny ve 40. minutě u 11 kontrol,
u kterých byly nejvyšš́ı hladiny kortizolu naměřeny až v 90. minutě. Pouze 3 dob-
rovolńıci se v pr̊uběźıch hladin kortizolu a ACTH v séru shodovali. Všichni dosáhli
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maximálńıch koncentraćı v 60. minutě.
Na základě naměřených výsledk̊u bylo ověřeno, že inzulinem navozená hypo-
glykémie podńıtila sekreci ACTH, který se dostal do krevńıho oběhu, a maximálńı
koncentrace tohoto hormonu byly naměřeny dř́ıve, než se začal vyplavovat kortizol.
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6 Závěr
Hodnoceńı dynamických test̊u hypokortikalismu zahrnovalo vyšetřeńı hladin slin-
ného a sérového kortizolu v pr̊uběhu inzulinového testu. Maximálńı koncentrace
kortizolu bylo dosaženo u kontrolńıch osob v r̊uzném časovém odstupu od zátěže.
Hladiny slinného kortizolu nepřesáhly u některých dobrovolńık̊u hodnotu 10 nmol/l,
která je bĺızká detekčńımu limitu metody stanoveńı (ADVIA: Centaur, Siemens)
a nebylo tedy možné doporučit u těchto osob sliny jako vyšetřovaný materiál. Asi
40 % výsledk̊u koṕırovalo pr̊uběhem hladin slinného kortizolu pr̊uběh křivky mediánu
koncentraćı sérového kortizolu u daného souboru. Pokud bychom chtěli pracovat
se slinami jako biologickým materiálem a stanovovat v něm hladiny kortizolu, je
nutné použ́ıt citlivou metodu, která má nižš́ı detekčńı limit, např́ıklad LC/MS/MS.
Nahradit plošně odběr krve neinvazivńım odběrem slin nelze. Individuálńı využit́ı
slin, zvláště pro jeho ńızkou stresuj́ıćı zátěž při odběru, je reálné.
V kontrolńı skupině byly provedeny zátěžové testy s r̊uzně vysokou dávkou
synacthenu. Vysoko zátěžový test (HDST) už́ıvá 250 µg synacthenu a ve všech
př́ıpadech se projevilo zvýšeńı hladiny kortizolu nad 500 nmol/l, což je hladina
použ́ıvaná jako rozhodovaćı mez v těchto testech. V př́ıpadě použit́ı jen ńızké dávky
synacthenu, pouze 1 µg, hladiny 500 nmol/l dosáhlo jen 98,5 % osob ze skupiny.
Referenčńı intervaly pro aldosteron a renin, přejaté z dokumentace výrobce, ne-
bylo možné objektivně posoudit. Teoreticky zdravá skupina účastńık̊u svými hladi-
nami, naměřenými v bazálńıch vzorćıch odebraných před zátěžovými testy, nespa-
dala do meźı př́ıslušných interval̊u. Někdy až 100% rozd́ıly hodnot byly zp̊usobeny
pravděpodobně nedostatečným dodržeńım preanalytiky (např. odběr a transport
vzorku v ledu) nebo medikaćı, o které daná osoba předem neinformovala.
Stanoveńı hladin CBG umožnilo vyppoč́ıtat referenčńı intervaly pro skupinu žen
44,5 – 123,3 nmol/l a pro skupinu muž̊u 38,2 – 166,0 nmol/l. Vzhledem k podobnosti
dolńıch hladin interval̊u je bylo možné u obou skupin sjednotit. Naopak horńı hranice
z̊ustaly zachovány pro obě skupiny.
Stanoveńım hladin ACTH v pr̊uběhu inzulinového testu bylo ověřeno, že ma-
ximálńıch koncentraćı tohoto hormonu bylo dosaženo dř́ıve, než byly naměřeny
u sérového kortizolu.
Veškeré výsledky dosažené v této diplomové práci budou součást́ı řešeńı celého
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[23] Hägg, E.; Asplund, K.; Lithner, F.: Value of basal plasma cortisol assays in
the assessment of pituitary-adrenal insufficiency. Clinical Endocrinology 26:2,
221-226 (1987).
[24] Schmidt, I. L.; Lahner, H.; Mann, K.; Petersenn, S: Diagnosis of adrenal insuffi-
ciency: Evaluation of the corticotropin-releasing hormone test and basal serum.
The Journal of Clinical Endocrinology & Metabolism 88:9, 4193–4198 (2003).
[25] Dickstein, G.; Saiegh, L: Low-dose and high-dose adrenocorticotropin testing:
indications and shortcomings. Current Opinion in Endocrinology, Diabetes &
Obesity 15, 244–249 (2008).
[26] Deutschbein, T.; Unger, N.; Mann, K.; Petersenn, S.: Diagnosis of secondary
adrenal insufficiency in patients with hypothalamic–pituitary disease: Compa-
rison between serum and salivary cortisol during the high-dose short synacthen
test. European Journal of Endocrinology 160, 9–16 (2009).
[27] Partsch, C. J.; Mönig, H.; Sippel, W. G.: Endokrinologická funkčńı diagnostika.
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Data jsou naměřena v období září 2014 – únor 2015 
Kontrolní materiál Lyphochek  č.šarže: 40290  exsp. 30.4.2016 
 
Mezilehlá preciznost: 
shoda výsledků sady opakovaných měření téhož vzorku.  
Z výsledků se počítá: 
1. směrodatná odchylka (SD) v jednotkách koncentrace 




výrobcem   
Stanoveno 
analyzátorem       
(nmol/l) průměr SD průměr SD CV % n 
Lyphocheck 40291 71,5 12,85 84,7 7,57 8,9 40 
Lyphocheck  40292 488,5 74,7 57,8 45,5 7,9 40 
Lyphocheck  40293 875 132 1054 100 9,5 41 
 
Hodnoty variačních koeficientů pro přesnost ve stanovení imunoanalýz v rozmezí 5-10% jsou 
vyhovující.  
 
Externí hodnocení kvality: 
Stanovení kortizol je 2x ročně hodnoceno externí kontrolou kvality pořádanou SEKK v České 
republice a 2x ročně německým RfB (Referencinstitut für Bioanalytik).  
V roce 2014 byl pro kortizol získán certifikát v obou českých a německých cyklech. 
 
Nejistota měření: 
Odhad nejistoty měření lze vyjádřit jako variační koeficient souboru dlouhodobého sledování 
jedné hladiny analytu.  
Pro všechny hladiny kortizolu je standardní nejistota menší než 9,5 %.  
 
Závěr: 
Metoda je vhodná pro stanovení kortizolu lidském v séru i moči. 
 
 
Zpracoval : Ing. D. Springer, Ph.D. 
Datum : 1.3.2015 
Výtisk č. : 1 
